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Resumen 

RESUMEN 

La Muerte Celular Programada (MCP) es un proceso dedicado a la eliminación de células 
como parte de la vida normal de un organismo multicelular. En las células animales, la 
MCP está caracterizada por varias características morfológicas y bioquímicas, incluyendo 
la condensación del citoplasma, la fragmentación nuclear y la formación de cuerpos que 
contienen los restos celulares, y es mediada por una familia de proteasas de cisteína 
específicas de aspartato, denominadas caspasas (Cohen, 1997). En plantas, la 
Respuesta Hipersensible (HR) es el resultado de la respuesta de las plantas a la infección 
de ciertos patógenos, y está relacionada con la MCP. Además, las especies reactivas de 
oxígeno y las fitohormonas tienen un papel regulador en la HR (Hoeberichts y WOltering, 
2002). A la fecha, no han sido clonados homólogos de caspasas en plantas; sin embargo, 
los análisis de secuencias han detectado una familia de homólogos distantes llamados 
"Metacaspasas" (Aravind y cols., 2001). En este trabajo se clonó el primer gen de 
metacaspasa de Arabidopsis thaliana (AtMCA 1), aislado mediante RT -PCR en hojas de A. 
thaliana infectadas con la bacteria avirulenta Pseudomonas syringae. 

Se analizó la expresión del gen AtMCA 1 bajo diferentes condiciones relacionadas 
a la MCP en plantas, como la herida mecánica, el tratamiento con ácido salicílico (SA) y la 
infección con hongos y bacterias patógenas, indicando su participación. Adicionalmente, 
la expresión de AtMCA 1 fue analizada en células de suspensión de A. thaliana tratadas 
con inductores de MCP en animales, como la estaurosporina y el peróxido de hidrógeno. 
En conjunto con la expresión de la metacaspasa, se observó la muerte celular y la 
condensación nuclear. La condensación nuclear y la muerte celular fueron estudiadas 
durante una expresión transitoria del gen AtMCA 1 en sentido y antisentido mediada por 
una transformación por Agrobacterium tumefasciens. La transformación mediada por la 
bacteria produjo una muerte celular que fue aumentada mediante la expresión transitoria 
de AtMCA 1, Y reducida por la expresión transitoria del antisentido de AtMCA 1. 
Finalmente, la metacaspasa AtMCA 1 recombinante, sobreexpresada en E. coli mostró 
una ligera actividad de caspasa tipo 3. 
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Introducción 

INTRODUCCiÓN 

Algunas de las características más importantes de los organismos multicelulares 
son la comunicación y el orden que existen en las células para controlar su 
crecimiento y el tamaño de su población y así poder formar las estructuras que los 
componen, optimizar su función y mantener su integridad. La eliminación selectiva 
de células es una de las formas de control de la población y del crecimiento que 
tiene el organismo, y esto es llevado a cabo mediante la muerte celular 
programada, o MCP. 

La MCP es un evento activo que requiere de la expresión de genes que 
controlan este proceso de manera ordenada. Este tipo de muerte constituye un 
evento involucrado en la eliminación de células bajo diferentes condiciones 
fisiológicas. Así, la muerte programada ocurre normalmente durante el desarrollo 
de plantas y animales, como es el caso de la muerte de neuronas que se han 
producido en exceso durante períodos críticos del desarrollo del cerebro. También 
ocurre en células que han servido una función específica y que ya no son 
requeridas, como en algunas células del sistema inmune en animales o en las 
células del tapete durante el desarrollo de las anteras en plantas, e incluso en las 
células que se encuentran en los espacios interdigitales en las extremidades 
durante el desarrollo del embrión. La muerte programada ocurre también dentro 
del proceso de especialización celular, como es el caso de los queratinocitos de la 
piel en animales o las células del xilema que formarán los haces vasculares en 
plantas (Pennell y Lamb, 1997). Sin embargo la MCP también puede causar 
patologías. Así, durante una infección de VIH las células T-ayudadoras del 
sistema inmune sufren esta muerte, y ciertas neuronas del cerebro mueren 
durante enfermedades como el Alzheimer, Huntington y Parkinson. Por esto, la 
MCP es un proceso fisiológico muy importante en todos los organismos 
multicelulares para la homeostasis, especialización, desarrollo y durante las 
enfermedades de células y tejidos. 

Uno de los tipos de MCP más conocidos es la apoptosis, la cual contrasta 
con un tipo de muerte pasivo y no fisiológico conocido como muerte necrótica. 
Cuando una célula es dañada por algún estímulo que rebasa un límite de 
intensidad o duración se presenta la muerte necrótica: el resultado de un proceso 
no ordenado donde la célula pierde la integridad membranal y libera su contenido 
exponiéndolo al resto de las células no dañadas. En animales esto conlleva a una 
respuesta inmunitaria que culmina con inflamación y pérdida de otras células 
adyacentes. La muerte necrótica no es un proceso fisiológico y no se encuentra 
involucrada en el desarrollo ni requiere de la actividad de proteasas o nucleasas 
dedicadas al control del desensamblaje de la célula, sino dedicadas a la 
degradación desordenada de todas las proteínas. Esta muerte no parece requerir 
la fosforilación de proteínas o de cambios en la concentración de calcio 
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Introducción 

intracelular, y no opera a través de vías de transducción de señales dependientes 
de genes (Cohen, 1997; Pennell y Lamb, 1997). 

A 

Esculpiendo 

B 

Quitando estructuras 

e 

Ajustando el número 
de células 

E F 

~@ .• -
~ - <O< 

~@<¡ •• ~ 

Elininando células 
malignas o dañadas 

G 

Figura 1. Ejemplos de muerte celular programada en la fisiología de animales. A) 
Formación de los dígitos en los vertebrados superiores. B) Formación de la 
cavidad preamniótica en ratón. C) Eliminación de estructuras vestigiales. D) 
Eliminación del ducto de Müller en machos y del tubo de Wolff en hembras de 
mamífero. E) Keratinocitos de la piel. F) Eliminación de linfocitos T y B que no 
han podido producir anticuerpos necesarios. G) Célula dañada por UV. Modificado 
de Jacobson y cols. (1997). 

3 
Universidad Nacional Autónoma de México / Facultad de Ciencias 



Introducción 

Durante los últimos años la apoptosis ha sido estudiada exhaustivamente. 
Algunas de sus características morfológicas y bioquímicas incluyen la condensación 
de la cromatina nuclear, el encogimiento del soma, la compactación de los 
organelos citoplasmáticos, la dilatación del retículo endoplasmático, la 
translocación de fosfatidilserina, así como la degradación del ADN nuclear en 
fragmentos de alrededor de 50 kb que constituyen los oligonucleosomas y la 
fragmentación de la célula en vesículas denominadas cuerpos apoptóticos. 

A nivel genético la apoptosis se ha estudiado en los animales, 
particularmente en el gusano acelomado Caenorhabditis e/egans. Así, se ha 
descrito que el principal componente de la maquinaria bioquímica de la apoptosis 
en las células animales es una cascada proteolítica ejecutada por un grupo de 
proteasas llamadas caspasas, que degradan distintos substratos celulares de 
manera coordinada y que son distintas de las proteasas que participan en los 
mecanismos de muerte necrótica. 

LAS CASPASAS 

Las caspasas son una familia de proteasas de cisteína que reconocen 
ciertos substratos específiCOS que incluyen un conjunto de proteínas cuya 
proteólisis contribuyen a generar la mayoría de los cambios morfológicos 
observados en la apoptosis. Estas proteasas tienen un alto grado de especificidad 
en sus substratos y solo cortan después de un ácido aspártico, de ahí su nombre: 
proteasas de cisteína específicas para aspartato, (Cysteine Aspartate Specific 
Proteases por sus siglas en inglés). Reconocen una secuencia de al menos 4 
aminoácidos hacia el extremo amino-terminal de la posición P1 (aminoácido 
después del cual se rompe el enlace peptídico, en este caso un Asp). Hasta la 
fecha se han encontrado 11 caspasas humanas, 10 murinas, 4 de aves, 4 de 
peces, 8 de anfibios, 7 de insectos y 3 de nemátodo. En el caso de las humanas, 
distintos grupos de investigadores han aislado y nombrado la misma proteasa con 
distinto nombre (tabla 1), por lo que se creó una nomenclatura unificada que 
asigna el nombre "caspasa" a los miembros de esta familia, asignándosele un 
número de acuerdo al orden en que fueron descubiertas (Cohen, 1997; Van de 
Craen y cOls., 1997; Lamkanfi y cols., 2002). 

Las caspasas se sintetizan como proenzimas o zimógenos con una actividad 
proteolítica residual. La proenzima está conformada por 3 partes: un prodominio 
de longitud variable (entre 30 y 50 kDa), seguido de una subunidad grande de 
alrededor de 20 kDa llamada p20 que contiene los residuos catalíticos, y una 
subunidad pequeña de aproximadamente 10 kDa denominada pl0. 
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Caspasa Otros nombres Substratos Sitio( s) de corte entre 
preferidos subunidades pl0 y p20 

Caspasa-1 ICE YEVD '¡' X TPLDIS 
WEHD '¡' X FEDD lA 

AVQD IN 
Caspasa-2 Nedd2, ICH-1 VDVAD '¡' X DQQD IG 

DEHD '¡' X EESD lA 
DNKD IG 

Caspasa-3 CPP32, Yama, apopain DMQD '¡' X IETD IS 
DEVD '¡' X ESMD IS 

Caspasa-4 ICE rel n, TX, ICH-2 LEVD '¡' X WRVD IS 
(W/ L) EHD '¡' X LEED lA 

Caspasa-S ICE rel nI, TY (W/ L) EHD '¡' X WRVD IS 
LEAD IS 

Caspasa-6 Mch2 VEID '¡' N DWD I N 
VEHD '¡' X TEVD lA 

TETD lA 
Caspasa-7 Mch3, ICE-LAP3, CMH-1 DEVD '¡' X IQAD IS 

DSVD lA 
Caspasa-8 MACH, FLICE, MchS IETD '¡' X VETD IS 

LETD '¡' X LEMD IL 
REQD IS 

Caspasa-9 ICE-LAP6, Mch6 LEHD '¡' X PEPD lA 
DQLD lA 

Caspasa-10 Mch4 lEAD '¡' X lEAD lA 
SQTDIV 

Caspasa-13 ERICE ? ? 
Tabla 1. Miembros de la familia de las caspasas humanas (Modificado de Cohen, 
1997). 

MECANISMO DE ACTIVACIÓN DE LAS CASPASAS 

Para su activación, las caspasas requieren de la proteólisis directa de la 
proenzima: primero se separa la subunidad p10 y después se remueve el 
prodominio, aumentando poco a poco la actividad proteolítica (Cohen, 1997; Han y 
cols., 1997). Entre cada una de estas subunidades, dependiendo de la caspasa, se 
puede o no encontrar un ligador C'linker'') pequeño (de algunos aminoácidos) que 
también es removido durante la activación. Cada uno de estos cortes se realiza, 
dentro de la secuencia de la caspasa, después de un ácido aspártico en una 
secuencia consenso que es igual a la que se encuentra en los substratos que 
reconoce, por lo que se piensa que son autocatalíticas, además de que son 
activadas por otras caspasas. 

Una vez cortadas, se asocian formando un heterotetrámero de dos 
subunidades p20 rodeando a 2 subunidades adyacentes de p10. En la subunidad 
p20 se encuentra el sitio activo, sin embargo se requiere de las dos subunidades 
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unidas para formar el sitio de reconocimiento del substrato, de ahí que solamente 
se activen al dimerizarse. El sitio activo está formado por un pentapéptido 
altamente conservado en todas las caspasas; en medio de este pentapéptido se 
encuentra la cisteína que lleva a cabo el ataque nucleofílico del substrato y en 
conjunto con una histidina que se encuentra más arriba en la secuencia, forman la 
díada catalítica. 

Figura 2. Díada catalítica de caspasas. Modelo de estructura terciaria de la 
caspasa 8 con el inhibidor IETD-fmk (verde). Las flechas indican la histidina 316 y 
la cisteína 360 (ambas en la subunidad p20) que forman la díada catalítica. 

Las caspasas reconocen substratos específiCOS, lo que asegura que el 
proceso de muerte se lleve a cabo de manera ordenada. Cada caspasa reconoce 
un tetrapéptido significativamente diferente del que reconocen el resto de las 
caspasas, lo cual explica la diversidad de sus funciones biológicas; sin embargo no 
todas las proteínas que contienen la secuencia de tetrapéptido óptima son 
cortadas, lo que indica que se da un reconocimiento de elementos de la estructura 
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terciaria de las proteínas. Además, existen interacciones entre la región carboxilo
terminal de la subunidad p20 y la amino-terminal de la subunidad p10 que 
contribuyen a la estabilidad del homodímero (Thornberry y Lazebnik, 1998). 

Las caspasas pueden diferenciarse en iniciadoras y efectoras basándose en 
la posición que tienen en la cascada proteolítica durante la apoptosis. A partir de 
comparaciones de secuencia, estructura secundaria y terciaria, preferencia por el 
substrato y participación, las caspasas han sido divididas en 3 subgrupos: uno 
comprende a las caspasas efectoras (3, 6 Y 7), otro contiene a las típicamente 
iniciadoras (8, 9 Y 10), Y un último subgrupo que incluye algunas caspasas 
iniciadoras (1, 2, 4, 5 Y 11), cuyo papel durante la apoptosis no está claramente 
definido. Cada una de estos subgrupos comparte ciertas características: Las 
caspasas efectoras contienen típicamente un prodominio N-terminal corto; y las 
iniciadoras poseen un prodominio largo que funciona en las interacciones proteína
proteína y se cree que es necesario para la regulación de su activación y la 
iniciación de la cascada proteolítica de caspasas (Lamkanfi y cols., 2002; Cohen, 
1997; Thornberry y cols., 1997). 

MODELOS DE ACTIVACIÓN DE LAS CASPASAS 

Hasta ahora, se han descrito 3 mecanismos generales para la activación de 
las caspasas (Figura 3): 
a) Procesamiento por alguna otra caspasa. La manera más simple de activación 

de una caspasa, es su exposición a una caspasa activa, ya que los sitios de 
corte requeridos para su activación, son los mismos sitios que reconocen en sus 
substratos. De esta manera, las caspasas iniciadoras activan a las efectoras. 

b) Por la vía extrínseca de activación de caspasas. Existen proteínas receptoras en 
la membrana, como FasjApo1, que contienen ciertos dominios llamados "de 
muerte" (Death Domains). Estas moléculas se agrupan entre sí y 
adicionalmente se unen a otras proteínas por medio de ligandos de muerte 
formando complejos de señalización. Estos complejos contienen proteínas 
adaptadoras (CARD, por Caspase Recruitment Domain) que reclutan varias 
moléculas de procaspasa 8 por medio de interacciones homofílicas, lo que 
resulta en una alta concentración de la procaspasa. El modelo de proximidad 
inducida postula que un aumento local de la concentración de proenzimas, 
ocasiona que la actividad basal que contienen como procascapas aunque 
pequeña, es suficiente para cortarse entre sí, activándose mutuamente 
(Ashkenazi y Dixit, 1998). 

c) La vía intrínseca de las caspasas. La activación se da mediante proteínas 
adaptadoras. Así, la caspasa 9 requiere de su asociación con un cofactor: Apaf-
1. Esta proteína sirve además como reguladora del complejo formado por la 
caspasa 9, Apaf-1 y citocromo c, que en conjunto forman la holoenzima 
conocida como "apoptosoma", y que probablemente contenga otras proteínas 
involucradas en su regulación (Hengartner, 1998; Hengartner, 2000). 
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Figura 3. Modelos de activación de las caspasas. a) Procesamiento por alguna 
otra caspasa. b) Activación por medio de proximidad inducida por adaptadores 
(dominios de muerte). c) Formación del apoptosoma. Modificado de Hengartner, 
2000. 

En resumen las caspasas conforman cascadas proteolíticas cuya principal 
característica es su retro-activación, para amplificar su señal. Generalmente, las 
caspasas iniciadoras activan a las efectoras. Sin embargo, las caspasas también 
pueden auto-regularse, activando su propio precursor directa o indirectamente, ya 
que las caspasas efectoras pueden incluso cortar a las iniciadoras, que a su vez 
activan más efectoras. Estas son reacciones irreversibles y muy rápidas. Por esto, 
existen mecanismos muy complejos de inhibición y regulación de su actividad, en 
las que participan un conjunto de cofactores y proteínas adaptadoras. 
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MECANISMOS DE REGULACIÓN DE LAS CASPASAS 

Dentro de los reguladores se encuentran las proteínas pertenecientes a la 
familia BcI-2, con miembros tanto pro-apoptóticos como anti-apoptóticos. Su 
nombre proviene de las siglas en inglés: B-cell Iymphoma, puesto que la primera 
molécula identificada de esta familia está involucrada en la formación de linfomas 
de células-B. La familia BcI-2 posee una gran similitud y se divide en 3 subgrupos: 
uno contiene a los miembros anti-apoptóticos, mientras que los pro-apoptóticos se 
reparten en los otros dos. Se cree que las proteínas de esta familia se encuentran 
asociadas a la membrana mitocondrial, y están involucradas en la liberación de 
moléculas de la mitocondria hacia el citosol, como el citocromo c e incluso iones. 
Se propone que la oligomerización de varias de estas proteínas formen poros de 
transición o canales iónicos en la membrana de la mitocondria. Por ello se piensa 
que al formar los poros en la mitocondria y modificar la permeabilidad 
mitocondrial, estas proteínas pueden regular a las caspasas. Los miembros de la 
familia Bcl-2 también son capaces de regular la activación de las caspasas 
mediante la interferencia o inducción de esta activación por medio de la asociación 
con otras proteínas de esta misma familia (Adams y Cory, 1998; Hengartner, 
2000). 

Otro grupo de proteínas que regulan la actividad de las caspasas, son las 
IAP' s (de las siglas en inglés, Inhibitor of Apoptosis Proteins) cuya función es la 
inhibición de la actividad proteolítica de las caspasas por medio de una interacción 
directa con las mismas. Estas proteínas, inicialmente encontradas en un 
baculovirus (en donde su función es evitar el suicidio celular) (Deveraux y Reed, 
1999; Salvesen y Duckett, 2002), tienen una contraparte celular cuya función es 
evitar la muerte prematura de las células. Hasta la fecha se han encontrado 
homólogos de IAPs en insectos, nemátodos y levaduras. En humanos se han 
descubierto 8 miembros de esta familia cuya definición se caracteriza por poseer 
un dominio altamente conservado llamado BIR (Baculovirus IAP Repeat), por lo 
que se ha propuesto cambiar el nombre a BIRPs (Uren y cols., 1998). Su modo de 
acción consiste en mimetizar el substrato que reconoce cada caspasa, de manera 
que al acomodarse dentro de la hendidura donde se encuentra el sitio catalítico en 
la caspasa, lo bloquea, evitando que cualquier substrato endógeno pueda alcanzar 
este sitio, inactivando a la proteasa (Stennicke y cols., 2002). 

Además de ésta, existen otras familias en las que algunos de sus miembros 
son capaces de inhibir la acción de las caspasas: La serpina CmrA (un inhibidor de 
proteasas de serina) y p35, inhiben a las caspasas mediante la interacción directa 
con ellas; algunos miembros de la familia Hsp (Heat Shock Proteins); calpainas; y 
hasta las mismas caspasas, modificadas por "corte alternativo" (alternative 
splicing), son ejemplos de proteínas capaces de interferir con la actividad catalítica 
de las caspasas. Cabe señalar que dentro de los mecanismos celulares de la 
regulación de las caspasas existen también los inhibidores de inhibidores de 
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caspasas: SmacjDIABLO, Htr A2jOmi, NRAGE y XAF -1 son ejemplos conocidos de 
inhibidores de IAPs (LeBlanc, 2003). 

Dado que se ha observado que únicamente es necesaria una secuencia 
específica de 4 aminoáCidos para que las caspasas reconozcan a su substrato, ha 
sido posible el diseño de inhibidores que mimetizan al substrato endógeno, 
compitiendo de manera reversible e irreversible con los substratos para pegarse al 
sitio activo, simulando la acción de los inhibidores naturales. De esta manera se 
han diseñado inhibidores específicos para prácticamente cada una de las caspasas 
de mamífero. Estos tetrapéptidos están acoplados a un aldehido (-CHO) o a una 
cetona (-fmk), lo que impide que la caspasa pueda hidrolizar el enlace (García
Calvo y cols., 1998). Se ha demostrado que estos inhibidores sintéticos pueden 
inhibir diferencialmente la apoptosis dependiente de caspasas, en función al 
organismo, el tipo celular, la concentración y el tipo del inhibidor. 

MCP EN PLANTAS 

Es un hecho muy curioso que hace ya 330 años las primeras células 
observadas microscópicamente fueron las células de corcho que habían sufrido una 
MCP [(Hooke, 1665) en Greenberg, 1996]. Además en 1923, siete décadas antes 
de la explosión en la investigación sobre apoptosis en animales, surgió el concepto 
de MCP usando como ejemplo la célula de una planta infectada por un hongo 
[(Allen, 1923) en Jones, 2001]. Finalmente, la palabra "apoptosis" que fue 
adoptada para nombrar un tipo de muerte programada en células animales, es un 
término griego que se refiere a la caída de las hojas, la cual es el resultado de un 
proceso de senescencia, un ejemplo de MCP en plantas (Jones, 2001). 

En plantas, como en animales, la MCP es un proceso indispensable para el 
desarrollo correcto y la sobrevivencia del organismo. Hasta la fecha se han 
identificado un gran número de procesos en los cuales está involucrada la MCP a lo 
largo del ciclo de vida de las plantas. 

LA PARTICIPACIÓN DE LA MCP EN EL DESARROLLO DE LAS PLANTAS 

A lo largo del desarrollo normal de las plantas, podemos encontrar ejemplos de 
MCP, entre ellos la xilogénesis, que es la formación de los haces vasculares. El 
transporte de agua desde el suelo al resto de la planta es llevado a cabo a través 
de canales formados por células llamadas xilema. Los canales, o haces vasculares, 
se forman cuando ciertas células sufren una muerte programada dejando 
únicamente la pared celular, con dos orificios en los extremos; al juntarse estas 
células se forman los tubos conductores, indispensables para el transporte de agua 
y solutos desde la raíz al resto de la planta (Greenberg, 1996; Fukuda, 1997; 
Roberts y McCann, 2000; Fukuda, 2000). 
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Figura 4. Ejemplos de MCP en plantas (Modificado de Pennell y Lamb, 1997). 

También durante el desarrollo y crecimiento de las raíces, el meristemo 
apical de éstas, formado por una capa de células protectoras, progresivamente va 
muriendo de manera programada (y no mueren necróticamente, como 
consecuencia de la abrasión con el suelo), para ser reemplazadas con células 
nuevas (Pennell y Lamb, 1997). 

Durante el desarrollo de las hojas de muchas plantas se presenta el 
fenómeno de MCP para esculpir las formas diversas de los lóbulos (Jones, 2001). 
Además, uno de los procesos más estudiados en las plantas, la senescencia o 
envejecimiento, es otro ejemplo de MCP. La senescencia es la fase final del 
desarrollo vegetativo y reproductivo de la planta. Este proceso incluye la muerte 
celular generalizada de todas las células de algunos órganos, como los pétalos (Xu 
y Hanson, 2000; Rubinstein, 2000) y hojas, mientras todos los nutrientes de estas 
células muertas son recuperados, redistribuidos y reusados por otros órganos; en 
otras palabras, son reciclados (Jones y Dangl, 1996; Greenberg, 1996; Pennell y 
Lamb, 1997). El mejor ejemplo es la senescencia y muerte de las hojas maduras 
en plantas perennes deciduas que son eliminadas cuando se forma una zona de 
separación cerca de la base de la hoja (Greenberg, 1996). 
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LA MCP y LA REPRODUCCIÓN DE LAS PLANTAS 

Durante la reproducción de las plantas, la MCP también juega un papel muy 
importante en varios de los procesos: 
• Embriogénesis somática: cuando células totipotenciales se dividen 

asimétricamente en pares de células, una de ellas deja de sintetizar ADN y 
muere, mientras que la otra continúa y forma un embrión (Pennell y Lamb, 
1997; Filonova y cols., 2000). 

• Células de la aleurona: estas células contienen enzimas que digieren al 
endospermo que alimentará el embrión durante la germinación de la semilla. 
Cuando se completa la germinación, y la plántula fotosintetiza, las células de la 
aleurona mueren (Pennell y Lamb, 1997; Young y Gallie, 2000). 

• Células del suspensor: su función es sostener mecánicamente al embrión 
durante su desarrollo dentro del saco embrionario y mueren cuando este 
desarrollo termina (Jones y Dangl, 1996). 

• Células del tapete: las células del tapete forman una capa dentro de las 
anteras; sus funciones incluyen alimentar a las microsporas que formarán el 
polen y, cuando esta función termina, las células de este tejido mueren, 
ayudando a la liberación del polen. 

• Tejido de transmisión: este tejido se encuentra a lo largo del pistilo a través 
del cual crece el tubo polínico para llegar al óvulo. Este tejido muere conforme 
el tubo polínico se alarga, nutriéndose del tejido al mismo tiempo que es dirigido 
a través de las células muertas. La relación entre el tejido y el polen es 
específica pues sólo el polen compatible induce esta muerte. 

Otros de los ejemplos incluyen: la muerte programada del meristemo apical floral, 
que desarrollará únicamente los primordios de estambres o de carpelos en plantas 
unisexuales, eliminando los sobrantes; los estomios, tejido dentro de las anteras 
cuya muerte permite la liberación del polen; las megasporas no funcionales, ya 
que sólo una de ellas sobrevivirá para formar el gametofito femenino; y las células 
antipodales y sinérgidas que degeneran durante la fertilización en el óvulo (Jones y 
Dangl, 1996; Wu y Cheung, 2000). 

LA MCP y LAS INTERACCIONES DE LA PLANTA CON EL AMBIENTE 

Muchas de las interacciones que tiene la planta con su entorno a lo largo de 
su vida, le son dañinas. De tal forma que las plantas han evolucionado creando 
varios sistemas de defensa que les permiten adaptarse. En algunos de estos 
sistemas tanto en las interacciones abióticas como en las bióticas participa la MPC 

La hipoxia o falta de oxígeno, es una interacción abiótica, que se produce en 
las raíces, y cuya respuesta es la muerte programada de ciertas células, creando 
un tejido alterado llamado aerénquima, formado por muchos espacios que antes 
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estaban ocupados por células y que después de su muerte y completa remoción, 
dejan un hueco por donde se facilita el paso del oxígeno desde las partes aéreas 
(Pennell y Lamb, 1997; Jones, 2001). Otros ejemplos de estas interacciones 
abióticas incluyen el estrés causado por la temperatura, tanto calor como frío 
(Yamada y cols., 2001), la salinidad y el estrés osmótico, la contaminación por 
metales, la falta de agua, el ozono y la radiación UV (Da non y Gallois, 1998). 
Todos estos estímulos producen un daño en las células que induce la MCP. 

Las plantas interactúan con otros organismos vivos, muchos de ellos 
patógenos, que inducen las respuestas de defensa y dentro de esta respuesta 
encontramos la MCP. Así, las infecciones producidas por bacterias, hongos y hasta 
virus, inducen una respuesta de defensa por parte de la planta para evitar que la 
infección se propague por todo el organismo. Esta respuesta incluye la 
delimitación del patógeno mediante el aislamiento de las células infectadas, de 
manera que las células que rodean la zona invadida por el patógeno, son 
programadas para morir. Al morir las células infectadas y las adyacentes, se evita 
que los organismos patógenos se esparzan, lo que se manifiesta como unas 
manchas amarillas o zonas de tejido seco en las hojas. Este tipo de respuesta de 
defensa ha sido llamado "Respuesta Hipersensible", y es uno de los tipos de MCP 
más estudiados en las plantas (Heath, 2000). 

CONSERVACIÓN FUNCIONAL DEL PROCESO 

En todos los diferentes tipos de muerte celular en plantas mencionados 
anteriormente existen evidencias bioquímicas o morfológicas que sugieren que el 
proceso es programado; además, comparten muchas de las características que se 
presentan durante la muerte apoptótica de las células animales. En algunos casos 
se observan las escaleras de ADN (con fragmentos del tamaño de los 
oligonucleosomas) y la condensación nuclear en tabaco, Zinnia y tomate (Mittler R 
y Lam, 1995; Obara y cols., 2001), así como la detección de extremos 3 'hidroxilo 
terminales por TUNEL (De Jong y cols., 2000) (Terminal 3' UTP Nick end labeling). 
En células de tabaco se ha visto que se requiere de la expresión de novo de 
proteínas para llevar a cabo el proceso (Elbaz y cols., 2002); también se ha 
detectado la participación de la mitocondria y de las especies reactivas de oxígeno, 
así como flujos de iones (como el calcio [Levine y cols., 1996; Xu y Heath, 1998]) 
en algunos de los ejemplos mencionados. Además, muchos de los inductores 
típicos de apoptosis en células animales como toxinas e inhibidores de cinasas y 
topoisomerasas, tienen el mismo efecto en las células vegetales (De Jong y cols., 
2000). Adicionalmente se han generado plantas mutantes en las cuales el proceso 
de muerte celular se presenta espontáneamente, principalmente simulando la 
respuesta hipersensible (Mittler y Rizhsky, 2000), o que son insensibles a ciertos 
estímulos de muerte. Esto implica que todo el proceso de muerte está controlado 
genéticamente, y al igual que en los animales, es programado (Richberg y cols., 

13 
Univer sidad Nacional Autónoma de México / Facultad de Ciencias 



Introducción 

1998; Lam y cols., 1999; Jones, 2000; Danon y cols., 2000; Beers y McDowell, 
2001). 

Debido a que la muerte programada se presenta en prácticamente todos los 
organismos vivos, recientemente ha surgido el interés de investigar la analogía 
entre los elementos de la MCP presente en animales y los encontrados en plantas 
durante procesos fisiológicos como el desarrollo normal o en defensa a ciertos 
patógenos. Se ha propuesto que en plantas existen básicamente tres tipos 
distintos de muerte programada en analogía a lo encontrado en animales: 1) La 
"reacción hipersensible", que es la muerte causada por una infección por 
patógenos y que presenta la mayor similitud con la apoptosis animal; 2) la muerte 
que se presenta durante la maduración o la senescencia de frutos y hojas, y que 
es la que comparte menos características con la apoptosis animal; y 3) la muerte 
causada durante el desarrollo de órganos, como la xilogénesis, que comparte 
características de las dos anteriores (Fukuda, 2000; Jones, 2001). Basado en lo 
anterior se han ideado diferentes modelos tanto in vivo como in vitro para inducir 
cualquiera de los tres tipos de muerte mencionados (McCabe y Leaver, 2000). 
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ANTECEDENTES 

La degradación de las proteínas es una de las características principales que se 
observan en cualquier tipo de muerte celular. Durante la muerte programada 
(MCP) se lleva a cabo una actividad proteolítica característica destinada al 
desmantelamiento ordenado de los constituyentes celulares y está mediada en 
metazoarios por una serie de proteasas conocidas como caspasas que degradan 
substratos específicos. Por el contrario, durante la muerte necrótica los substratos 
proteicos son degradados por la activación de proteasas generales que son 
liberadas de sus compartimentos celulares, lo que resulta en una degradación 
desordenada de las estructuras celulares. 

Como ocurre en células animales, durante la MCP de plantas existe una gran 
actividad proteolítica (Beers y Freeman, 1997). En células vegetales se ha sabido 
de la participación de proteasas específicas que son activadas durante muchos de 
los procesos fisiológicos en los cuales se presenta la muerte programada (Delorme 
y cols., 2000). Dentro de las proteasas detectadas encontramos las proteasas de 
cisteína, serina, de aspártico, de treonina y metaloproteasas, cuya clasificación 
depende de su mecanismo catalítico (Beers y cols., 2000). Durante la MCP 
producida por el estrés oxidativo y el ataque por patógenos en células de soya se 
ha detectado la participación de proteasas de cisteína y de sus inhibidores 
endógenos (Solomon y colaboradores, 1999). Además, D 'Silva y cols. (1998) 
detectaron la activación de proteasas de cisteína durante la respuesta 
hipersensible producida por un hongo en chícharo, donde también encontraron la 
degradación de un substrato de caspasas, la enzima poly-ADP-ribosa polimerasa 
(PARP). 

Debido a que la maquinaria molecular de la apoptosis se encuentra muy 
conservada en todos los metazoarios, y que se han observado características 
celulares morfológicas y bioquímicas similares en la muerte de plantas, se propuso 
la idea de que esta maquinaria molecular fuera similar en los vegetales. Fue así 
como del Pozo y Lam (1998) demostraron por primera vez la acción de caspasas 
en plantas utilizando un conjunto de inhibidores de proteasas con distintas 
afinidades. Este grupo demostró que la respuesta hipersensible inducida por la 
bacteria Pseudomonas syringae en hojas de tabaco se reducía únicamente por 
inhibidores de proteasas de cisteína de amplio espectro (el inhibidor fue antipaína) 
y más aún, por los inhibidores específicos de caspasas (Ac-DEVD-CHO para la 
caspasa 3 y Ac-YVAD-CHO para la caspasa 1). Otros inhibidores de proteasas de 
serina o inclusive de cisteína, no afectaron la muerte de estas plantas. 

Pero más importante aún fue demostrar que existe actividad de caspasas 
dentro de las células de las plantas, puesto que registraron la actividad de caspasa 
tipo 1, utilizando el péptido fluorogénico Ac-YVAD-AMC, en un extracto de células 
de tabaco bajo una respuesta hipersensible (Lam y del Pozo, 2000). Asimismo, los 
inhibidores de las caspasas 1 y 3 podían reducir la actividad detectada, sin 
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embargo los inhibidores generales de proteasas usados no lograron disminuir esta 
actividad. Esto sugiere la participación de proteínas parecidas a las caspasas 
durante el proceso de muerte celular programada. 

Estos resultados se confirmaron en un cultivo de células de tomate 
(Lycopersicon escu/entum) en suspensión tratadas con 3 compuestos químicos 
diferentes: ca m ptoteci na, un inhibidor de Topoisomerasa 1; estaurosporina, un 
inhibidor de proteínas cinasas C; y fumonisina Bl, una micotoxina que es análoga 
a esfinganinas y que produce muerte celular tanto en animales como en plantas. 
Además de la condensación nuclear y la fragmentación del ADN, observaron que 
todo el proceso podía ser disminuido mediante la aplicación de inhibidores 
específicos de caspasas y no por inhibidores más generales (De Jong y cols., 
2000). 

La participación de proteínas parecidas a caspasas fue apoyada en otros 
experimentos mediante el uso de estos inhibidores específicos para las caspasas 
en modelos de muerte de células en suspensión de tabaco (Elbaz y cols., 2002; 
Mlejnek y Procházka, 2002), zanahoria (Zhao y cols., 1999) y cebada (Korthout y 
cols., 2000); así como en modelos mixtos de componentes celulares animales y 
vegetales (Sun y cols., 1999; Korthout y cols., 2000) inducidos bajo un sinnúmero 
de estímulos de MCP, tanto químicos como bióticos y de estrés. Adicionalmente, 
se ha detectado actividad proteolítica de caspasas mediante el uso de substratos 
f1uorogénicos y colorimétricos (Korthout y cols., 2000) en células tratadas con 
calor (Tian y cols., 2000), purinas (Mlejnek y Procházka, 2002) o mediante el 
silenciamiento del proteosoma (Kim y cols., 2003). 

Otros estudios en modelos de muerte de células en suspensión de zanahoria 
(Zhao y cols., 1999), de tabaco (Sun y cols., 1999) y en cotiledones de pepino 
(Balk y cols., 1999) han demostrado que es necesaria la salida del citocromo e de 
la mitocondria hacia el citosol para que se activen los componentes de esta vía, 
como ocurre en modelos de apoptosis en animales, donde esta salida es uno de 
los primeros pasos en la activación de la cascada de señales en que se activan las 
caspasas. Adicionalmente se ha visto que la salida del citocromo e hacia el citosol 
es un evento anterior a la activación de las proteínas parecidas a caspasas, puesto 
que el inhibidor de la caspasa 3 no evita esta salida, lo que también es similar a lo 
ocurrido en células de mamífero. En este mismo estudio se detectó la degradación 
de PARP dependiente de caspasas 1 y 3, Y que se necesita un tiempo intermedio 
entre la salida del citocromo e y la degradación de PARP, con lo que se concluyó 
que existen una serie de pasos intermedios entre estos dos eventos. Lo anterior 
sugiere que al igual que en animales, se requiere la participación de proteínas 
(como otras caspasas) en este proceso intermedio. 

En los estudios de Sun y cols. (1999) también se utilizó un modelo mixto de 
apoptosis de plantas y animales y observaron que al añadir núcleos de ratón al 
extracto de citosol y mitocondrias de tabaco junto con menadiona (el inductor de 
muerte), los núcleos presentaron una morfología parecida a la apoptosis animal, es 
decir, condensación de cromatina y degradación de DNA nuclear con fragmentos de 
tamaños de oligonucleosomas. En este caso, el inhibidor de caspasa 3 impidió la 
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formación de estos patrones de muerte. Los mismos resultados se obtuvieron si en 
vez de añadir las mitocondrias de tabaco se agregaba citocromo e puro. 

Otras de las evidencias encontradas durante la MCP de plantas que involucran 
proteasas parecidas a caspasas incluye el rompimiento de otros substratos 
conocidos de caspasas, la lámina A y lámina C (Zhao y cols., 1999). Además, por 
medio de la microinyección subcelular del substrato fluorogénico de la caspasa 3 
se localizó la actividad de caspasa en el citosol, en vez de la vacuola, que es el 
compartimento celular en donde se localizan la mayoría de las proteasas generales 
de la célula vegetal (Korthout y cols., 2000). 

Por otro lado, utilizando técnicas de biología molecular se ha estudiado el papel 
que tienen los genes anti y pro-apoptóticos de la familia de BcI-2 en la MCP en 
plantas. Se ha visto que la muerte celular inducida por la expresión de Bax en 
hojas de tabaco es muy parecida a la respuesta hipersensible que se presenta 
frente a la infección del virus de mosaico del tabaco. Es posible que esta 
respuesta se deba a la capacidad del Bax en formar poros en la mitocondria, 
permitiendo la salida de iones y otras moléculas proapotóticas como Apaf y/o 
citocromo e (Lacomme y Santa Cruz, 1999). También se han creado líneas de 
plantas que expresan moléculas anti-apoptóticas de la familia Bcl-2, incluyendo 
BcI-xL, Ced-9 y BcI-2, así como los genes virales anti-apoptóticos Op-IAP y p35, 
cuya capacidad inhibitoria de la apoptosis consiste en inhibir directamente a las 
caspasas. En todos los casos ocurrió una disminución de los efectos de la MCP 
durante la reacción hipersensible en hojas de tabaco y tomate (Mitsuhara y cols., 
1999; Oickman y cols., 2001; Lincoln y cols., 2002). Además se ha predicho que 
la capacidad inhibitoria de p35 sólo puede funcionar sobre proteasas con una 
geometría de caspasa en su sitio activo (Stennicke y colaboradores, 2002). Hasta 
la fecha no se han encontrado todos los homólogos de estos genes a nivel de 
secuencia en las plantas, aunque por medio del uso de anticuerpos se ha 
detectado un posible homólogo de BcI-2 en células de maíz, tabaco, Brassica 
napus y en clamidomonas, asociado a las mitocondrias, a los plástidos y al núcleo 
(Oion y cols., 1997). También se ha identificado un homólogo de un inhibidor de 
Bax (BI-1), tanto en plantas (tabaco y Arabidopsis) como en levadura; y se ha 
domostrado su acción anti-apoptótica (Xu y Reed, 1998;Kawai y cols., 1999; Lam 
y cols., 2001; Bolduc y Brisson, 2002; Bolduc y cols., 2003). Igualmente, ha sido 
posible encontrar en plantas proteínas con dominios BIR, que son los que 
contienen las inhibidoras de apoptosis, las IAPs (Van der Biezen y Jones, 1998). 

A pesar de que no se habían encontrado homólogos a nivel de secuencia de las 
caspasas en organismos diferentes a los metazoarios, mediante el uso de las 
búsquedas iterativas empleando el programa Psi-Blast, Uren y cols. (2000) 
encontraron una familia completa de homólogos muy distantes de las caspasas de 
metazoarios que se denominaron "metacaspasas". Esta nueva familia de 
proteínas contiene la cisteína y la histidina conservadas que forman la díada 
catalítica en las caspasas, y se distribuyen desde los protozoarios (Trypanosoma y 
P/asmodium) hasta las plantas y los hongos (levadura); sin incluir a los 
metazoarios. Al mismo tiempo se encontró otra familia de proteínas intermedias 
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entre las metacaspasas y las caspasas "clásicas", las cuales se les bautizó como 
"paracaspasas". Estas proteasas se encuentran en metazoarios (incluyendo al 
hombre) y en el protozoario Dictiostelum discoideum (Uren y cols., 2000). 
Posteriormente Aravind y Koonin (2002) elaboraron una clasificación para todas 
estas proteínas, creando un gran grupo basándose tanto en la secuencia primaria 
como en las predicciones de la estructuras secundaria y terciaria. A este grupo se 
le llamó "Pliegue Caspasa-Hemoglobinasa" (Caspase-Hemoglobinase Fold, en 
inglés). 

Hasta la fecha se han clonado metacaspasas de varios protozoarios en los 
cuales se ha relacionado su función con algún tipo de muerte celular (Szallies y 
cols., 2002). Pero lo más importante ha sido la clonación de la primera 
metacaspasa de la levadura (YCA1), en la que se comprobó la actividad de 
caspasa que tiene esta proteasa utilizando un sistema de sobreexpresión de la 
proteína en conjunto con un estímulo inductor de muerte (H202). Esta 
metacaspasa cortó los substratos f1uorogénicos específicos para caspasa 6, 8, yen 
menor grado, la caspasa 3. Además, por medio del uso de anticuerpos se 
comprobó que esta proteasa es cortada en una subunidad chica y otra grande 
para su activación (Madeo y cols., 2002). Con estos experimentos se demostró 
que es necesario un estímulo para que la metacaspasa pueda activarse. 

Las metacaspasas se han clasificado en dos tipos de acuerdo a su secuencia de 
aminoácidos: 
• Tipo 1. Contienen un prodominio ami no-terminal grande, rico en prolinas, que 

incluye un dedo de zinc y una homología con algunas proteínas de defensa de 
plantas (como LSD-1). 

• Tipo n. No poseen prodominio y sólo se han encontrado en plantas. 

Todo esto en conjunto sugiere una conservación de la maquinaria molecular 
involucrada en la MCP en todos los organismos multicelulares, incluyendo a las 
plantas. Sin embargo, a pesar de la información existente sobre apoptosis en 
plantas, no existía ninguna evidencia de proteasas parecidas a las caspasas que 
hubieran sido clonadas de plantas (Aravind y cols., 2001; Woltering y cols., 2002). 
Durante la elaboración de este proyecto de investigación se reportó la clonación 
de la primera metacaspasa de la planta Lycopersicon esculentum (Hoeberichts y 
cols.,2003). Pese a ello, sólo se demostró la expresión de ARN mensajero de este 
gen bajo estímulos que inducen una respuesta hipersensible en la planta, sin 
llegar a relacionarla con la muerte celular programada. 

En este trabajo se aisló una metacaspasa de Arabidopsis thaliana a la que 
denominamos AtMCAl. El mensajero de AtMCA1 se acumula en plantas 
sometidas a inductores químicos de muerte celular. Además, la participación de 
AtMCA1 como mediadora de la muerte celular se demostró en experimentos de 
expresión transitoria de AtMCA1 en sentido y antisentido en cultivos de células en 
suspensión de A. thaliana. 
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Figura 5. Esquema de la alineación de las caspasas con las metacaspasas y las 
paracaspasas, junto con las proteasas bacterianas homólogas. A la izquierda se 
encuentra el nombre del organismo en donde se encontraron. Tomado de Uren y 
cols., 2000. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar la existencia de metacaspasas en Arabidopsis tha/iana y evaluar su 
participación en la muerte celular programada 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Buscar la expresión de alguna metacaspasa en A. tha/iana inducida por una 
condición que involucre la muerte celular como la infección por la bacteria 
patógena Pseudomonas syringae 

Medir la actividad proteolítica de la metacaspasa obtenida, por medio de la 
expresión en E Co/i utilizando substratos para caspasas 

Cuantificar la viabilidad celular en células en suspensión de Arabidopsis tha/iana 
tratadas con peróxido de hidrógeno y estaurosporina y relacionarla con un 
parámetro de MCP, como la condensación de núcleos 

Evaluar la expresión de la metacaspasa obtenida durante la respuesta a estímulos 
que inducen MCP tanto en células en suspensión (con estaurosporina y peróxido 
de hidrógeno) como en plantas de Arabidopsis tha/iana (con ácido salicílico, herida 
mecánica, e infecciones con bacterias y hongos) 

Estudiar el efecto de expresar transitoriamente, bajo un promotor constitutivo, el 
gen de la metacaspasa en sentido y antisentido en la muerte celular y en la 
condensación de la cromatina de células en suspensión de Arabidopsis tha/iana 
empleando un sistema de infección con Agrobaderium tumefaciens 
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, 
METODOLOGIA 

, 
CLONACION 

DISEÑO DE OLIGONUCLEÓTIDOS 

La secuencia de los oligonucleótidos degenerados se diseñó en base a la alineación de las 
secuencias de todas las metacaspasas de A. tha/íana. Los oligonucleótidos degenerados 
se sintetizaron en el departamento de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular 
de la UNAM, con las siguientes secuencias: 

Delantero 
Reverso 

CA YTWCWSYGGHCA YGG 
CCRCTRTKRCARGMRTC 

Donde M=A+C, R=A+G, W=A+ T, S=C+G, Y=C+ T, K=G+ T, H=A+ T +c. 

CINÉTICAS DE TRATAMIENTOS PARA PLANTAS 

Las plantas Arabídopsís tha/íana varo Columbia crecidas durante 3 semanas fueron 
tratadas con los distintos inductores de muerte a diferentes tiempos, específicos para cada 
tratamiento. A cada tiempo, la parte vegetativa de la planta sin raíz ni inflorescencia fue 
congelada inmediatamente en nitrógeno líquido y puesta en una bolsa de plástico a -70°C 
hasta ser utilizada, ya fuera para extracción de ARN o de ADN. 

EXTRACCIÓN DE ARN DE PLANTAS 

El ARN se extrajo de plantas de Arabídopsís tha/íana congelados a -70°C basado en el 
método de Chirjwin y cols. (1979). 
Se molió 1 g de tejido fresco con 5 mi de buffer de extracción (Tris-HCI 0.5 M pH 8; EDTA 
0.125 M pH 8; SDS 5 %) en un Politrón PT 10-3S evitando que la muestra se 
descongelara. Se centrifugó por 10 minutos a 5,600 g a 20°C y se colectó el 
sobrenadante. Se agregó un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 
(50:49: 1) y agitó con el vórtex; se centrifugó por 5 minutos a 5,600 g. Se tomó el 
sobrenadante cuidando no extraer el fenol-cloroformo y se agregó otro volumen igual de 
cloroformo-alcohol isoamílico (49 : 1) para luego agitar con el vórtex y centrifugar a 5,600 
g durante 5 minutos. Esta extracción con cloroformo-alcohol isoamílico se repitió 2 veces. 
El sobrenadante se colectó y se le añadió un volumen igual de una solución de LiCI 8 M 
para precipitar durante toda la noche a 4°C. Esto se centrifugó nuevamente a 5,600 9 
durante 15 minutos y se eliminó el sobrenadante para obtener una pastilla que se 
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resuspendió en agua (200 ¡.tI en un tubo eppendorff). Se volvió a precipitar agregando 
primero un 1/10 de volumen de NaAc 3 M pH 5.5 Y después 3 volúmenes de etanol 96 % 
Y se dejó toda la noche a -20°e. Se centrifugó a 10,000 g a -4°C por 15 minutos y se 
eliminó el sobrenadante . . La pastilla que quedaba se secó a temperatura ambiente y se 
lavó con etanol al 70 % (200 ¡.tI) Y finalmente se resuspendió en 20 ¡.tI de agua. Se 
cuantificó midiendo la 0.0. a 260 nm (se considera 1 U de 0.0. = a 40 ¡.tg de RNA). 

RT-PCR 

En una reacción para PCR se mezcló la muestra de ARN (2 ¡.tg), el oligo-dT (500 ¡.tg/¡.tl) Y 
se completó la reacción a 12 ¡.tI con agua. Se calentó en el termociclador a 70°C durante 
10 minutos, al término de los cuales se sacó la reacción del termociclador y se añadieron: 
1 ¡.tI de dNTP' s (10 mM), 2 ¡ll de OTT (0.1 M) Y 4 ¡.tI de buffer de reacción 5X para RT-PCR 
(First Strand ) en una reacción total de 19 ¡.tI. Se calentó en el termociclador a 42°C por 2 
minutos para luego agregarle 1 ¡.tI de 200 Unidades/¡.tl de la enzima Reverso-Transciptasa 
de virus murino (Gibco), y luego se calentó a 37°C durante 50 minutos con un paso final 
de 15 minutos a 70°e. El producto final es el AONc. 

PCR 

Para reacciones de 50 ¡.tI totales, se mezclaron: 5 ¡.tI Buffer para PCR 10X, 1 ¡.tI dNTP' s 10 
¡.tM, 3 ¡.tI de Magnesio 25 mM,l ¡.tI de oligonucleótidos 3' Y 5' (10 mM), Taq polimerasa 5 
U/¡.tl, y 2 ¡.tI de cONA. Se programó el termocilador de la siguiente manera: 

1 ciclo de 1 min a 95°C para separar las cadenas 
de 25 a 35 ciclos en 3 pasos: 
• 30 segundos a 94°C 
• 30 segundos a la temperatura de apareamiento (58°C y 55°C para AtMCA1 y 

Apt-I, respectivamente) 
• 1min 30 s a 68°C 
1 ciclo de 5 min a 72°C 

El producto se visualizó por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, teñido con 
bromuro de etidio, utilizando luz UV. 

CLONACIÓN EN TOPO TA 

Se agregó 1 ¡.tI de NaCl 0.12 M, 4 ¡.tI de producto de PCR de AtMCA1 (aproximadamente 
100 ng) y 1 ¡.tI de vector pCR II-TOPO. Se incubó a temperatura ambiente durante 30 
minutos (según las instrucciones del proveedor). 
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TRANSFORMACIÓN EN Escherichia coli 

Se descongelaron las células electrocompetentes (Escherichia co/i cepa XLBlue) en hielo, 
mientras se ponía la celda para electroporación también en hielo. Se agregó de 2 a 5 ¡..tI 
de producto de la ligación TOPO TA-AtMCA1 a las células en esterilidad, y se transfirieron 
todas las células (60 ¡..tI) a la celda y dejar en frío mientras se hacía la electroporación. 
Utilizando un electroporador se realizó la transformación, e inmediatamente se añadió un 
mi de medio LB líquido sin antibiótico y se transfirieron las células de la celda a un tubo 
eppendorff, el cual se puso a recuperar durante una hora en una incubadora a 37°( con 
agitación. Se prepararon cajas de petri con medio LB sólido (con agar) con antibiótico 
apropiado (ampicilina o carbenincilina 100 ¡..tg/ml) y después de la recuperación se 
plaquearon 50, 100 Y 200 mi de las células en LB; y finalmente el resto de las células se 
centrifugaron, se decantó la mayor parte del medio líquido para que se resuspendieran las 
células en 50 ¡..tI Y se terminó de plaquear, todo en cajas diferentes. Se pusieron a crecer 
las cajas a 37°( durante toda la noche para al día siguiente obseNar las colonias. 

Para este caso, donde la transformación es el producto de la clonación del vector 
TOPO, se agregaron 30 ¡..tI de X-gal (20 mg/ml) para la selección de colonias y se 
seleccionaron las colonias blancas que tienen el gen que codifica para la [3-galactosidasa 
interrumpido por el fragmento clonado. 

PCR EN COLONIA 

Con una punta de micropipeta se tomó una colonia y se "parchó" solo una parte de ella en 
la caja para que el resto se metiera en un tubo para PCR con 20 ¡..tI de agua. Esto se 
repitió con varias colonias en diferentes tubos, y al terminar se retiraron las puntas y se 
volvieron a poner nuevas puntas con otras colonias previamente parchadas en los mismos 
tubos. De esta manera se juntaron varias colonias en un solo tubo para peRo Se 
agregaron los oligonucleótidos 3' Y 5' (10 pmoles/¡..tl), los dNTP' s a 10 ¡..tM, el buffer para . 
P(R 1X y la enzima TAQ polimerasa en una reacción total de 25 ¡..tI. 
El programa que se utilizó en el termociclador incluye: 

5 minutos a 700
( para E. co/i que siNe para romper las células y qúe salga el 

ADN. 
3 pasos que se repiten de 25 a 35 ciclos: 

o 95°( durante 30 segundos 
o 1 minuto a la temperatura de apareamiento (TM) más baja de los 

oligonucleótidos (58°( para AtMCA1 y 55°( para Apt-I) 
o 72°( a 1 kb por minuto (dependiendo del tamaño del fragmento a 

amplificar será la duración de este paso) 
Un último paso de 3 minutos a 72°( para que se completen las cadenas 

El producto se corrió en un gel de agarosa al 1 %. 
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EXTRACCIÓN DE ADN DE BACTERIAS (Mini Preps) 

Se puso a crecer una colonia de bacterias (E. co/i a 37°C) en LB líquido con el antibiótico 
adecuado (carbenincilina o ampicilina 100 ¡..¡g/ml) durante toda la noche. Las células se 
centrifugaron 2 minutos a 8,000 g en una microcentrífuga y se resuspendieron en 100 ¡..¡I 
de solución I (50 mM Glucosa; 25 mM Tris-HCI pH 8.0; 10 mM EDTA) en un tubo 
eppendorff. Se agregó RNAsa (10 ¡..¡g/ml), se mezcló con 200 ¡..¡I de solución Il (SDS 1 %; 
0.2 N NaOH) y se incubó en hielo por 5 minutos. Posteriormente se añadieron 150 mi de 
solución III (Acetato de potasio 5 M; ácido acético glacial 11.5 %) Y se volvió a incubar en 
hielo por 10 minutos. Se centrifugó a 8,000 g durante 5 minutos, se tomó el 
sobrenadante y se agregaron 1/2 volumen de fenol saturado y 1/2 volumen de cloroformo. 
Se mezcló con el vórtex y luego se centrifugó 8,000 g durante 5 minutos para después 
tomar la fase acuosa. Para precipitar se utilizaron 2 volúmenes de etanol absoluto, se 
agitó por inversión y se dejó incubando a temperatura ambiente por 5 minutos. Entonces 
se centrifugó 8,000 g durante 10 minutos, se eliminó el sobrenadante y se lavó la pastilla 
con etanol al 70 %. La pastilla que queda se dejó secar al aire libre o en vacío y 
finalmente se disolvió en 50 ¡..¡I de agua. 

DIGESTIÓN DE ADN 

Aproximadamente de 50 a 500 ng de ADN se mezclaron con 5 unidades (0.5 ¡..¡I) de la 
enzima de restricción a utilizar, junto con una concentración 1X del buffer de reacción 
respectivo (siguiendo las instrucciones del proveedor) y se completó la reacción de 20 ¡..¡I 
con agua. Se incubó durante un periodo mínimo de 1 hora y hasta toda la noche a 37°C. 
La excepción es la enzima SmaI que se incuba a 25°C. En una electroforesis en gel de 
agarosa al 1 % se revisaron las digestiones con bromuro de etidio y luz UV 

SECUENCIACIÓN 

Las muestras de ADN fueron secuenciadas (secuenciador automático ABI PRISM 310 
Genetic Analyzer de Perkin-Elmer Applied Biosystems) en el laboratorio de Biología 
Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM 

SOBREEXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

CONSTRUCCIÓN DE VECTORES 

Se digirió el ADN de la construcción previamente hecha, TOPO-AtMCA1, con las enzimas 
BamHI/XbaI y se subclonó en el vector pProEX HTa, dando la construcción HTa-AtMCA1. 
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Para el caso de la caspasa 3 humana (CPP32), se digirió a partir del vector pBluescript II 
KS+ con las enzimas de restricción EcoRljPst! y se subclonó en el vector pProEX HTb, 
resultando en HTb-CPP32. Estas construcciones más los vectores solos (HTa y HTb) 
fueron transformadas en células de E co/i cepa XLBlue. Posteriormente se extrajeron los 
plásmidos con las construcciones y se trasformaron en la cepa BL21, para los ensayos de 
sobreexpresión de proteína. Para verificar las construcciones se utilizó el patrón de 
digestión para observar el producto clonado, así como la amplificación por PCR, usando 
como oligonucleótidos específicos para AtMCA1 y CPP32, y también con la técnica de 
"búsqueda" en .colonia con radioactividad, empleando los fragmentos amplificados por PCR 
como sondas. 

Como los vectores pProEX tienen un casette de resistencia a kanamicina para su 
selección, el crecimiento durante la noche, para la transformación y extracción de ADN, se 
realizó en medio LB con kanamicina 50 )1.gjml. 

El fragmento de la construcción con AtMCA1 se mandó secuenciar utilizando el 
iniciador M13jpUC Reverso del vector pProEX para corroborar que la secuencia estuviera 
correcta yen fase. 

LIGACIÓN · DE ADN 

La banda correspondiente al fragmento digerido o al vector digerido se cortó tratando de 
llevar lo menos posible de agarosa. La banda se colocó en un tubo eppendorff de 500 )1.1 
con el fondo perforado y con un pedazo de fibra en el fondo que ayuda a atrapar la 
agarosa; este tubo se colocó sobre otro de 1.5 mi y se centrifugó por 30 segundos a 
máxima velocidad en la microcentrífuga. 
En una reacción total de 20 )1.1 se mezclaron buffer de ligación 1x, ATP 1 )1.M, DTT 1 )1.M, 
agua, entre 100 y 500 ng de ADN del fragmento a ligar con 50 a 200 ng de vector para 
una relación aproximada entre ambos de 5 : 1 (esta relación varía dependiendo de la 
concentración del ADN de cada uno y del tamaño del fragmento y del plásmido) y se 
incubó toda la noche a 25°C. 

TRANSFORMACIÓN DEL PRODUCTO DE LIGACIÓN EN 
Escherichia coli 

Después de ligar, se agregó 10 )1.1 de agua para llevar la reacción a 30)1.1. Se inactivó la 
Iigasa a 65°C durante 15 minutos. Se añadió 400 )1.1 de n-Butanol y se agitó con la mano 
para mezclar. Se centrifugó por 8 minutos a 10,000 g Y se removió el n-Butanol con 
cuidado para no llevarse la pastilla. Ésta se lavó con etanol al 96 % Y se centrifugó por 2 
minutos. Se eliminó el etanol y se secó la pastilla a temperatura ambiente o al vacío. La 
pastilla de ADN se resuspendió en 10 )1.1 de agua y se electroporaron 5 )1.1 del producto de 
ligación. La electroporación se realizó como se describió arriba. 
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"SCREENING" EN COLONIA POR RADIOACTIVIDAD 

Para encontrar las colonias que contienen el inserto, se hizo una sonda con radioactividad. 
Se puso de una sola intención la membrana Hybond N+ sobre las colonias crecidas en una 
caja petri por un minuto, de manera que una vez puesta no se moviera nada. Se marcó la 
membrana con tinta china para conocer la orientación. La membrana se colocó boca 
arriba en una solución de NaOH 0.4 M durante 20 minutos. Se lavó con una solución 2X 
de SSC por un minuto y se puso a secar sobre papel 3M (boca abajo, para que los restos 
celulares se pegaran al papel). Se puso a pre-hibridar la membrana en una solución SDS 
7 %, buffer de fosfatos pH 8.4 Y EDTA 1 mM en un horno a 60°C. 
Se agregó la sonda previamente desnaturalizada por 5 min a 95°(, Y se hibridó durante la 
noche. Se lava con una solución de 0.1 % de SDS y O.4X de SSC 2 veces a 60°C durante 
10 minutos. 
Finalmente se puso a exponer en película fotosensible (Kodak BioMax MS Film MS-1), y se 
reveló. 

INDUCCIÓN DE SOBRE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS EN E. coli 
CEPA BL21 

Se inoculó 1 colonia de las células con la construcción en 3 mi de LB con antibiótico para 
selección (ampicilina, kanamicina o rifamicina) y se dejó toda la noche creciendo a 37°C 
en agitación. Después de tomar 1 mi de las células en crecimiento exponencial, se inoculó 
en 100 mi de LB con antibiótico y se dejó creciendo 2 horas o hasta que la absorbancia 
1.=600 nm llegara a entre 0.5 a 1.0. De este cultivo se tomó 1 mi como control sin inducir 
para análisis de proteínas por Western Blot; al resto se le agregó IPTG 0.6 mM y se incubó 
en agitación a 24°C (para mantener la actividad de la enzima) durante 5 horas. Se tomó 
otro mi para el análisis por Western blot (inducido) y el resto se centrifugó durante 15 
minutos a 5,600 g. La pastilla de células se resuspendió en 4 mi de buffer de caspasas. 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA 

La cuantificación de proteína de las muestras se llevó a cabo mediante la técnica de 
Bradford (Bradford, 1976) utilizando una curva estándar de albúmina bovina. 

Al homogenado celular obtenido después de sonicar las células se le agregó el 
colorante. La lectura en el espectrofotómetro fue a A = 595 nm. Los resultados se 
expresaron en miligramos de proteína por mililitro de cultivo homogenizado (proteína 
mgfml). 
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ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

Las células de cultivo sin inducir e inducidas (lml) se centrifugaron por 1 min a 10,000 g 
en una microcentrífuga, se quitó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 200 ).11 
de PBS. Se agregó buffer de carga (0.313 M Tris-HCI, pH 6.8; 10 % SDS; 0.05 % azul de 
bromofenol; 50 % glicerol; 0.5 M DTT) 5X y se puso a calentar por 5 minutos a 65°(, Se 
cargaron 50 ).1g de proteína total en un gel de poliacrilamida al 15 % Y se separaron por 
SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida). Después el gel se fijó con una 
solución para fijación (50 % metanol; 10 % ácido acético) durante 30 minutos, se tiñó 
con una solución de azul de Coomasie al 0.025 % (en ácido acético al 10 %) durante 1 
hora y finalmente se destiñó con agua y ácido acético al 10 % hasta que se observaran 
bien las bandas. 

ANÁLISIS DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 

Las células de cultivo sin inducir e inducidas (1 mi) se centrifugaron por 1 min a 10,000 g 
en una microcentrífuga, se quitó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 200 ).11 
de PBS. Se agregó buffer de carga 1X y se puso a calentar por 5 minutos a 65°(, Se 
cargaron 50 ).1g de proteína total en un gel de poliacrilamida al 15 % Y se separaron por 
SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida). Las proteínas se transfirieron a una 
membrana de PDVF en una cámara de transferencia semi-seca por 60 minutos a 50 mA 
(según las instrucciones del proveedor). Después de la transferencia la membrana se dejó 
secar y se bloqueó en leche al 5 % (en PBS con 0.1 % de Tween) toda la noche. Se hizo 
un lavado de 15 minutos con buffer de lavado (PBS 1X; Tween 0.1 %) Y se incubó la 
membrana con el anticuerpo primario (anti-caspasa 3 activa o anti-histidinas) por una 
hora. Después se volvió a lavar y se incubó con el anticuerpo secundario (anti-ratón o 
anti-conejo) por una hora, para luego volver a lavar y finalmente visualizar las bandas por 
medio del sistema de fosfatasa alcalina. Este sistema se utilizó según las instrucciones del 
proveedor. 

MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE CASPASAS 

Para determinar la actividad enzimática específica de las caspasas de las proteínas 
extraídas se utilizó la técnica descrita por Thornberry (1994) y modificada por Valencia y 
Morán (2001). Se basa en una técnica fluorométrica utilizando sustratos específicos para 
cada caspasa de mamíferos. 

Después de resuspender la pastilla de células de bacterias en buffer de caspasas 
[100 mM HEPES; 10 % (p/v) sacarosa; 0.1 % (p/v) CHAPS; 10 mM DTT; 1 mM EDTA; 
1mM PMSF; 20 ).11 de cocktail (Roche) /ml buffer], ésta se sonicó dando pulsos de 10 
segundos x 6 veces (hasta que la solución de bacterias dejara de estar viscosa), se agregó 
glicerol diluido 1: 1 (v/v) y se guardó a -70°C hasta ser analizado. 

Para analizar la actividad enzimática se utilizó un espectrofluorómetro (Spectronic 
Instruments, SLM Aminco-Bowman, Rochester, NY) con una A= 380 nm para excitación y 
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A= 460 nm para emisión. Se utilizaron diferentes sustratos para medir actividad de las 
diferentes caspasas: Ac-YVAD-AMC para la caspasa 1; Ac-DEHD-AMC para la caspasa 2; 
Ac-DEVD-AMC para la caspasa 3; Ac-VEID-AMC para la caspasa 6; Ac-IETD-AMC para la 
caspasa 8; Ac-LEHD-AMC · para la caspasa 9. Las actividades se registraron durante 15 
minutos después de la adición del substrato (100mM, 75 mM y 12.5mM) y el homogenado 
celular (100 ¡..tgjml, 42 ¡..tgjml y 30 ¡..tgjml) en 2 mi de la solución de buffer de caspasas. 
Los resultados de la fluorescencia producida por la metil coumarina libre de cada substrato 
son expresados como un cambio en la intensidad de fluorescencia j hora j ¡..tg de proteína. 

, 
CULTIVOS EN SUSPENSION 

CINÉTICAS DE TRATAMIENTOS PARA CULTIVOS EN 
SUSPENSIÓN 

Las células en suspensión después de 3 días de haber sido subcultivadas, fueron utilizadas 
para los tratamientos con los inductores de muerte. Una vez añadido el inductor (H20 2 20 
mM en agua y estaurosporina 2 ¡..tM en DMSO) se tomaron 7 mi de las' muestras para 
extracción de proteínas y 7 mi para extracción de ARN a diferentes tiempos (dependiendo 
del estímulo de muerte) en tubos para ser centrifugados a 6,000 rpm durante 30 
segundos en una centrífuga clínica. Se decantó el sobrenadante y se congelaron las 
muestras a -70°C hasta el momento de ser utilizadas. En cada tiempo también se tomó 
una muestra de 1 mi para la valoración de muerte celular 

VALORACIÓN DE MUERTE CELULAR 

En tubos eppendorff se mezclaron 50 ¡..tI de las células en suspensión bien agitadas con 
Azul Tripano al 0.04 % (5 ¡..tI a partir de una solución alOA %) Y con 1 ¡..tI de una solución 
de Diacetato de Fluoresceína (FDA, 5 ¡..tM diluido en DMSO). Las células se observaron en 
un microscopio de fluorescencia con un filtro para Fluoresceína (A=460 nm) para ver las 
células vivas (células con fluorescencia) y con luz blanca para observar las células muertas 
(teñidas con azul). Se contaron 3 campos para cada muestra con un mínimo de 300 
células por campo, y se calcularon los porcentajes. 

EXTRACCIÓN DE ARN DE CÉLULAS EN SUSPENSIÓN 

De los 7 mi con los que se inicia la extracción de ARN, al decantar el medio queda 
aproximadamente entre 1 y 2 mi de células. A estas se les añadieron 5 mi de buffer de 
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extracción de ARN (descrito anteriormente) cuidando que la muestra no se descongele. 
Se siguen los mismos pasos que en la extracción de ARN de tejido fresco. 

CONDENSACIÓN DE NÚCLEOS 

Las células en suspensión que fueron utilizadas para la valoración de muerte celular 
fueron fijadas con paraformaldehido al 1 %. Posteriormente fueron teñidas con DAPI 0.01 
% Y fueron visualizadas en el microscopio de fluorescencia con luz UV (11.=350 nm 
excitación). Se trataron con enzimas para protoplastos para eliminar la pared celular. 

, 
EXPRESION TRANSITORIA 

CONSTRUCCIÓN DE VECTORES 

A partir de la construcción HTa-AtMCA1, se digirió con las enzimas BamHljPstI y se 
subclonó en el vector pBluescript KS+. De este vector se digirió con HindIII, se formaron 
extremos romos y después se digirió con la endonucleasa BamHI. Posteriormente se 
subclonó en el vector de expresión pBIN 19 3x 35S NOS, siendo este vector digerido con 
BamHljSmaI (que deja rasurado el ADN), formando la construcción pBin-AtMCA1. De 
igual forma, a partir de la construcción HTa-AtMCA1, se digirió con BamHljXbaI y se 
subclonó en el vector pBIN 19 3x 35S NOS, quedando en sentido inverso el gen AtMCA1, 
lo que nos dio la construcción pBin-AtMCAl antisentido. Finalmente, de la 
construcción HTb-CPP32 sacamos el fragmento de caspasa 3 con BamHljKpnI y lo 
clonamos en pBIN 19 3x 35S NOS, obteniendo pBin-CPP32. 
Estas construcciones más el vector pBIN 19 3x 35S NOS solo (pBin), fueron transformadas 
en la bacteria E co/i cepa XLBlue. Después de verificar las construcciones por patrones de 
digestión con endonucleasas, PCR en colonia, extracción de ADN y amplificación por PCR, 
se extrajo el ADN plasmídico para transformarlo dentro de la bacteria 

FORMACIÓN DE EXTREMOS ROMOS A PARTIR DE EXTREMOS 
5' SALIENTES 

Se digirió 1 )1g de ADN en un volumen final de 20)11. Tras comprobar la digestión con 
HindIII, se añadieron 1 )11 de solución 2 mM de dNTP' s y 5 unidades del fragmento 
Klenow de la enzima DNA polimerasa 1 y se incubó por 30 minutos a temperatura 
ambiente. Se calentó 15 minutos a 65°C y se utilizó directamente para las ligaciones. 
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EXTRACCIÓN DE ADN Y TRANSFORMACIÓN EN Agrobacterium 
tumefasciens 

Se utilizaron los mismos métodos usados para transformación y extracción de ADN (mini
preps) de las células de Escherichia co/i, a excepción de los siguientes pasos: las cajas 
para plaquear las células se prepararon además de la Ampicilina, con Kanamicina 50 ¡.t.g/ml 
y Rifamicina 100 ¡.t.g/ml. Las cajas se pusieron en un cuarto a 25°( y se dejaron crecer 
durante 2 días para seleccionar las colonias. 

PCR EN COLONIA DE A. tumefasciens 

El protocolo utilizado es similar al anteriormente descrito para E. co/i, pero se utilizan los 
siguientes ciclos durante la amplificación en el termociclador: 

5 minutos a 95°( que sirve para romper las células de A. tumefasciens y que 
salga el ADN. 
3 pasos que se repiten de 25 a 35 ciclos: 
• 95°( durante 30 segundos 
• 1 minuto a la temperatura de apareamiento (TM) más baja de los 

oligonucleótidos (58°( para AtMCA1, 55°( para AptI y (PP32) 
• 72°( a 1 kb por minuto (dependiendo del tamaño del fragmento a amplificar 

será la duración de este paso) 
Un último paso de 3 minutos a 72°( para que se completen las cadenas 
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RESULTADOS 
1. CLONACIÓN DE METACASPASAS 

Existen 9 genes que codifican para metacaspasas en la secuencia de Arabidopsis tha/iana, 
y ninguno de ellos se ha clonado y relacionado a la muerte celular. Sin embargo 
recientemente, durante la elaboración de este estudio, se clonó la primera metacaspasa 
de plantas, en tomate (Hoebrichts y cols., 2003). El primer objetivo de este trabajo fue la 
clonación de una metacaspasa relacionada a la muerte celular. 

1. 1. DISEÑO DE OLIGONUCLEÓTIDOS DEGENERADOS 

Al no tener una base para discernir la participación particular de alguno de los 9 genes 
putativos de metacaspasas de A. tha/iana en la activación de alguna vía de muerte, lo más 
fácil y rápido fue diseñar un solo par de oligonucleótidos degenerados que amplificaran la 
región más conservada en estos 9 genes. Se eligió el segmento que abarca del residuo 
161 al 222 (como referencia en la secuencia del gen Atlg02170) dentro del cual se 
encuentran la histidina y la cisteína que forman la díada catalítica (figura 6). Éste es un 
segmento de aproximadamente 60 aminoácidos que a nivel de secuencia de nucleótidos 
también es muy parecido en sus extremos, donde se encuentran la histidina en el extremo 
amino y la cisteína en el carboxilo. 
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Figura 6. Secuencia de los oligonucleótidos degenerados Forward (FWD) y Reverse (REV) 
a partir de la alineación de nucleótidos de las 9 metacaspasas. La secuencia del 
oligonucleótido reverso es la complementaria para que pueda dirigirse hacia el extremo 5' 
del gen. 
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La temperatura de apareamiento (TM) de las secuencias FWD y REV fue de 50°C y 
52°C, respectivamente. De acuerdo a búsquedas iterativas en el genoma, con este par de 
oligonucleótidos sólo se puede amplificar alguna de las nueve metacaspasas de A. 
tha/iana. Uno de los problemas, sin embargo, es que los segmentos amplificados tienen un 
tamaño similar dificultando su separación en geles de agarosa. Para diferenciarlos se 
empleo un análisis de restricción. 

11 gi 115237648 At5g04200 180 
11 gil3152556 Atlg79310 138 
11 gil3152557 Atlg79330 182 
U gi 13152597 Ar1g79320 182 
U gil3152600 Atlg79340 182 
U gil4966363 Atlg16420 186 
1 gil4455254 At4g25110 189 
1 3643192 189 
1 189 

Tabla 1. Longitud en nucleótidos de los segmentos amplificados por los oligonucleótidos 
degenerados. Se muestra el tipo de metacaspasa según Uren y colaboradores (2000). 
En negro se resalta el gen de metacaspasa 570. 

1. 2. RASTREO DE GENES 

Uno de los tipos de muerte celular programada mejor estudiados en plantas y que 
comparte el mayor número de características con la apoptosis animal es aquella que se 
produce durante la respuesta hipersensible. Con el fin de aislar una metacaspasa que 
estuviera involucrada en un proceso de MCP se extrajo ARN de plantas de Arabidopsis 
tha/iana infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. Tomate DC3000 (avrRpm1), 
que produce una respuesta hipersensible, en la cual proponemos que participan las 
metacaspasas. El ADNc correspondiente se obtuvo por medio de la técnica de RT-PCR, 
utilizando transcriptasa-reversa polimerasa de un virus murino (MVRT) que convierte el 
RNA mensajero en ADN complementario (ADNc). 

Usamos el ADNc como templado y los oligonucleótidos degenerados como 
iniciadores en una reacción de PCR donde se amplificaron una serie no conocida de 
segmentos de ADN. Estos fragmentos de ADN se insertaron dentro de un vector diseñado 
para clonar productos de PCR llamado PCR U-TOPO. 

Para poder analizar las diferentes clonas de bacterias, éstas se sembraron en una 
caja de Petri con medio selectivo para que sólo se dividieran aquellas bacterias que tienen 
el vector PCR U-TOPO conteniendo resistencia a ampicilina, formando clonas o colonias de 
bacterias idénticas. Además, este vector PCR U-TOPO contiene un marcador de selección 
de lac-Z: un fragmento del gen que codifica para la p-galactosidasa en el que se 
encuentra un sitio múltiple de clonación (SMC), por lo que al clonar ADN en este sitio, las 
células no expresarán la proteína p-galactosidasa y no podrán hidrolizar el substrato x-gal. 
Este método de selección permite distinguir colonias blancas y azules. Además, cada 
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colonia o clona es analizada por un PCR en colonia utilizando los oligonucleótidos 
degenerados para identificar cuáles de ellas contienen los vectores con los fragmentos 
esperados. Después de esto, se realizó una digestión con una enzima de restricción que 
permitió diferenciar patrones de digestión de los fragmentos amplificados por PCR. La 
enzima utilizada fue DdeI, ya que el patrón producido por esta endonucleasa permite 
distinguir entre los genes de metacaspasas tipo 1 y lI, dado el número de sitios de corte 
que posee cada uno y por los tamaños de los fragmentos que se producen. 

De todas las clonas analizadas se seleccionaron dos de ellas, la 13 y la 19, que 
poseían un patrón notoriamente diferente (datos no mostrados), y de éstas se extrajo 
ADN de los plásmidos para secuenciarse. Finalmente se comparó esta secuencia con la 
secuencia de nucleótidos conocida de todas las metacaspasas y se obtuvo como resultado 
que teníamos dos genes de metacaspasas diferentes: 

gil4455254 At4g25110 (254) 
gil3258570 Atlg02170 (570) 

Nombramos al gen 570 como AtMCA1, por Arabidopsis tha/iana MetaCaspasa. Es 
importante mencionar que esta es la primera metacaspasa de A. tha/iana clonada. 

1.3. DISEÑO DE OLIGONUCLEÓTIDOS ESPECÍFICOS 

El siguiente paso fue el aislamiento de un ADNc completo. Para esto se diseñaron 
oligonucleótidos específicos para cada uno de los dos diferentes genes (254 y AtMCA1). 
Los oligonucleótidos fueron diseñados para amplificar la región codificadora. Pero el 
diseño debía además hacer una clara distinción entre cada gen, de manera que solamente 
se amplificara la secuencia del gen deseado y ninguna otra secuencia, incluyendo 
cualesquiera de las secuencias del resto de las metacaspasas de A. tha/iana. 

Dentro del diseño de los oligonucleótidos se toma en cuenta la temperatura de 
apareamiento o TM, de manera que ésta sea lo más parecida entre los oligonucleótidos 3 ' 
Y 5' yen un valor cercano a 60°C o un poco mayor. 

Así, tomando en cuenta las consideraciones anteriores las secuencias utilizadas 
para sintetizar los oligonucleótidos específicos fueron las siguientes: 

254 TM 
5 ' ATGTTGTTGCTGGTGGACTGC 63.3°C 
3 ' TTAGATAAAAATAATTAGTATAGATGAA 63.2°C 

AtMCAl TM 
5 ' ATGTACCCGCCACCTCCCTC 62.4°C 
3 ' CTAGAGAGTGAAAGGCTTTGCAT 63.6°C 
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2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE ATMCAl 

Para caracterizar la función de estos genes se utilizaron modelos fisiológicos en donde se 
conoce que la planta sufre un proceso de muerte celular programada, provocada por la 
infección con bacterias, hongos, la herida mecánica y el tratamiento con ácido salicílico, 
hormona involucrada en el proceso de muerte celular en plantas (Hoeberichts y Woltering, 
2002). Lo primero que se hizo fue observar si existe la acumulación del mensajero de 
estos genes durante los tratamientos anteriores. 

Sólo uno de estos dos genes el 570, se amplificó en el tratamiento de infección de 
plantas con la bacteria avirulenta P. syringae. El otro gen (254) no pudo ser amplificado 
muy probablemente por una falla técnica. 

2. 1. INFECCIÓN CON BACTERIAS 

Para conocer los niveles de acumulación mensajero de este gen se utilizó el ARN 
extraído de un tratamiento de infección con P. syringae en A. thaliana y se obtuvo el ADNc 
por medio de la técnica RT-PCR. El ADNc fue utilizado como base para amplificar el 
fragmento del gen AtMCA1 utilizando los iniciadores específicos de este gen. Como 
control para este y el resto de los tratamientos en los cuales se investigó la inducción del 
gen AtMCA1, se utilizó el gen constitutivo Apt-I para descartar cualquier diferencia en los 
niveles de transcrito debido a degradación del ARN o alguna falla en la normalización de 
éste. La enzima Fosforribosil transferasa de Adenina (APT) cataliza la conversión de las 
bases adenina y citocinina a sus correspondientes nucleótidos 

Bajo estas condiciones, observamos un nivel basal de expresión del gen AtMCAl. 
Cuando se realizó la infección, encontramos que a 4 h se observa el mayor nivel de ARNm. 
Esto indica que existe una inducción del gen AtMCA1 durante la infección por 
Pseudomonas syringae a tiempos entre 2 y 4 horas después de infectar las hojas de 
Arabidopsis con las bacterias. 

AtMCA1 Apt-I 
O 15' 30' 1h 2h 4h O 15' 30' 1h 2h 4h 

------
Figura 7. Acumulación del ARNm de la metacaspasa AtMCA1 en hojas de A. thaliana 
infectadas con la bacteria avirulenta Pseudomonas syringae a 15 minutos, 30 minutos, 1, 
2 Y 4 horas después de la infección. El gen Apt 1 se utilizó como control. 

2.2. INFECCIÓN CON HONGOS 

Otro de los organismos patógenos de plantas que sirven como inductores de la muerte 
celular debido a la Reacción Hipersensible es el hongo Alternaria brassissico/a. Este hongo 
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produce normalmente manchas amarillas en las hojas alrededor de las 72 horas. La acción 
lenta de la infección se debe a que el hongo requiere de la eclosión de las esporas y de la 
germinación de las hifas, para producir después la respuesta de la planta . 

El curso temporal de infección con este hongo patógeno se siguió durante 12, 24, 
48, 72 Y 96 horas después de infectar las hojas. Como control se utilizó el tiempo O 
(inicial) sin el hongo. 

Bajo estas condiciones observamos que la metacaspasa AtMCA1 casi no se expresa 
sin estímulo inductor, sin embargo se logra observar una transcripción basal mínima. La 
inducción aumenta notablemente a las 12 horas después de la infección, y se mantiene a 
lo largo de la respuesta hasta las 96 horas. Esto indica que al igual que en la infección 
con la bacteria Pseudomonas syríngae, la respuesta de la planta a este hongo produce 
una inducción del gen AtMCA1. 

Figura 8. Acumulación del mensajero de AtMCA1 en hojas de A. thaliana a O, 12, 24, 48, 
72 Y 96 horas después de una infección con el hongo Alternaría brassissicola. 

2. 3. HERIDA MECÁNICA 

Otro de los estímulos de estrés y defensa en la planta es la respuesta frente a una herida 
mecánica en las hojas. La herida desencadena la respuesta de defensa previniendo la 
posible entrada de patógenos por la zona herida. Bajo estas condiciones, es evidente el 
nivel basal de ARNm, así como una clara inducción del gen AtMCA1 respecto al control en 
las plantas heridas. Otra vez, al igual que en los tratamientos anteriores, se observa un 
nivel basal en el ARN mensajero del gen de la metacaspasa, y la inducción producida por 
la herida en las hojas se distingue claramente 4 horas después de la lesión. Al igual que 
en la infección por Pseudomonas la acumulación del mensajero ocurre a las 4 h. 

AtMCA1 Apt-I 
O 30'lh 2h 4h 24h O 30'lh 2h 4h 24h 

------
Figura 9. Acumulación del mensajero de la metacaspasa AtMCA1 en hojas de A. thaliana a 
30 minutos, 1, 2, 4 Y 24 horas después de la lesión. 

2. 4. ÁCIDO SALICÍLICO (SA) 

El ácido salicílico es una molécula de señalización utilizada por la planta durante algunos 
de los procesos involucrados en la muerte celular programada, incluida la reacción 
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hipersensible. Se sabe por estudios previos (Hoeberichts y Woltering, 2002) que el 
tratamiento de hojas de A. tha/iana con ácido salicílico lleva a la inducción de algunas de 
las vías que producen la reacción hipersensible. 

Como en todos los casos, los niveles basales del ARN mensajero del gen AtMCA1 
son visibles, lo que confirma que en todas las plantas saludables normalmente se 
transcribe continuamente el gen a niveles bajos, pero perceptibles. En el caso del 
tratamiento con ácido salicílico, los niveles más altos del mensajero se detectaron a 2 
horas después del tratamiento, disminuyendo posteriormente hasta regresar a los niveles 
basales a las 24 horas. En este caso el aumento en la acumulación del mensajero de 
AtMCAl ocurre desde los 30 minutos, esto es, antes que con la herida y la infección por 
patógenos. 

Figura 10. Expresión del ARNm de AtMCAl en hojas de A. tha/iana a 30 minutos, 1, 2, 4 Y 
24 horas después de la inducción con ácido salicílico. 

3. ACTIVIDAD TIPO-CASPASAS DE AtMCAl 

La principal característica de las caspasas es su función proteolítica, la cual es específica 
para ciertas proteínas. Esta actividad proteolítica específica puede ser detectada y 
cuantificada mediante la degradación de un péptido sintético de 4 aminoácidos acoplados 
a una molécula fluorescente. La secuencia del tetrapéptido es específica para cada 
miembro de la familia de las caspasas y normalmente no será reconocida por ninguna otra 
caspasa. Haciendo uso de estos sustratos, en este estudio se detectó la actividad de 
caspasa de la metacaspasa AtMCA1 bajo distintas condiciones experimentales. 

3. 1. CLONACIÓN DE LOS GENES EN UN VECTOR DE 
EXPRESIÓN EN E. coli 

Para poder medir la actividad de esta proteína de manera aislada se obtuvieron 
grandes cantidades de esta proteína mediante un sistema de sobre expresión en bacteria 
que permitiera producir y recuperar fácilmente la proteína citosólica dentro de un extracto 
crudo y así poder detectar la actividad en un espectrofluorómetro mediante el uso de 
substratos f1uorogénicos específicos para caspasas. 

Para hacer la clonación del gen AtMCA1 se utilizó el vector de expresión pProEX. 
Una de las ventajas que posee este vector es que, además de tener un promotor inducible 
y con una producción de proteína alta, contiene dentro de la secuencia su propio codón 
para metionina (o inicio) en la región 5' del Sitio Múltiple de Clonación (SMC) y su propio 

36 
Universidad Nacional Autónoma de México / Facultad de Ciencias 



Resultados 

codón de término en la región 3' de este sitio. En la región intermedia entre la metionina 
del vector y la metionina propia del gen clonado existe un conjunto de codones que 
codifican para 6 histidinas, por lo que la proteína que se exprese contendrá una región 
amino terminal un poco más grande que no afectará mucho en su actividad, pero que 
contendrá varias histidinas que pueden ser reconocidas por un anticuerpo específico anti
Histidinas. Dado que existe un codón de término en la región 3' de la secuencia, no 
importará si al momento de clonar el gen con enzimas de restricción éste pierde ya sea 
alguna porción del final de la secuencia o incluso el último nucleótido del triplete que 
codifica para el término. Este fue el caso de la metacaspasa AtMCAl. 

El sistema para la inducción de expresión de la proteína requiere que las bacterias 
se encuentren en una fase de crecimiento exponencial. Entonces se utiliza el promotor de 
lac-Z del plásmido, para inducir la expresión de manera constante durante un período de 5 
horas, después del cual se pueden recuperar las proteínas citosólicas. Para obtener el 
componente citosólico de las proteínas, las bacterias se sonicaron para destruirlas lo más 
posible y que liberen la mayor cantidad de proteínas, tratando de dañarlas lo menos que 
se pudiera con la intención de no alterar su actividad. 

Antes de hacer cualquier análisis es conveniente verificar que existe una 
sobreexpresión de la proteína que se desea mediante un corrimiento de las proteínas en 
un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

Se corrieron 8 muestras diferentes correspondientes a 4 cepas de bacterias con 
sus 2 respectivos tratamientos: sin inducir e inducido. Las cepas fueron: 

• Vector pProEX HTa y vector pProEX HTb como controles negativos 
• Vector pProEX HTa con el gen AtMCA1 
• Vector pProEX HTb con el gen CPP32 (caspasa 3 humana) 
En el caso de los controles negativos, no hubo diferencias significativas entre los 

tratamientos sin inducir e inducido. Para el caso del gen de la metacaspasa AtMCA1 se 
observó una banda más intensa (correspondiente a mucha proteína) en el tratamiento 
inducido contra el no inducido y que correspondió al tamaño esperado de 45 kDa, lo que 
indica una clara sobreexpresión de dicha proteína. Para el caso de la caspasa humana, la 
CPP32, la banda que se observó correspondía al tamaño esperado de 36 kDa, aunque 
ligeramente, también fue más evidente en el tratamiento inducido que en aquel no 
inducido; sin embargo, la inducción en este caso fue mucho menor a la del gen de la 
metacaspasa AtMCA1 (datos no mostrados). Pero a pesar de estas diferencias en la 
expresión se procedió a analizar la actividad proteolítica propia de las caspasas. 

3. 2. ACTIVIDAD TIPO-CASPASAS 

Para medir la actividad de la metacaspasa AtMCA1 se utilizaron los sustratos de las 
caspasas 1, 2, 3, 6, 8 Y 9, así como el inhibidor general de las caspasas (z-VAD-fmk) el 
cual se añadió a algunas de las reacciones para verificar que la actividad proteolítica 
registrada es propia de las caspasas y no de otro tipo de proteasas. Como control positivo, 
para verificar que el sistema utilizado funciona bien, se utilizó el gen de la caspasa 3 
humana (CPP32) sobreexpresada de la misma manera que la metacaspasa AtMCAl. 
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Figura 11. Actividad tipo-caspasas de los homogenados de células sobreexpresoras de E 
co/icon los vectores pProEX HTa (Hta) y pProEX HTb (Htb) así como con los vectores más 
los genes AtMCA1 (AtMCA1) Y caspasa 3 humana (CPP32). Se utilizó el substrato de la 
caspasa 3 y el inhibidor general de las caspasas (z-VAD-fmk) en conjunto con el substrato 
de la caspasa 3. La escala es unidades relativas de fluorescencia por hora por ~g de 
proteína. 

La actividad se mide en unidades relativas y se extrapola a una hora, por lo que el 
resultado se expresará como un cambio en la fluorescencia (.-:1F) por ~g de proteína por 
hora (.-:1F/~g/h). 

Como resultados obtuvimos una gran actividad específica del tipo de caspasa 3 
tanto del control positivo (la caspasa 3 humana) como de la metacaspasa AtMCA1; sin 
embargo la actividad registrada para la última fue de un orden de magnitud menor que el 
control positivo. 

Estos resultados indican que el sistema funcionó adecuadamente. Por un lado, la 
caspasa 3 humana, sobreexpresada mediante el sistema en E coli, registró una actividad 
muy grande. Por otra parte, la actividad proteolítica de la metacaspasa AtMCA1 sólo 
funcionó con el substrato de la caspasa 3 (Ac-DEVD-AMC) y no con el resto de los 
substratos (datos no mostrados) y en una proporción mucho menor que la caspasa 3 
humana recombinante. Sin embargo parece que esta actividad sí es específica, ya que al 
utilizar el inhibidor general de las caspasas (z-VAD-fmk) se logró inhibir esta actividad 
proteolítica. 

No obstante, también observamos actividad proteolítica en los extractos de E coli 
sin proteína sobreexpresada. La actividad es menor que con la metacaspasa AtMCA1, 
pero es detectable aún con el coctel de inhibidores generales de proteasas que se 
encuentran en el buffer de caspasas (figura 11). 

38 
Universidad Nacional Autónoma de México / Facultad de Ciencias 



Resultados 

3. 3. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 

Para verificar que la actividad de caspasa registrada con la caspasa 3 humana se debe 
a que dicha proteína está siendo activada y por lo tanto cortada en sus subunidades, se 
corrieron las proteínas en un gel de poliacrilamida y se detectaron por la técnica de 
Western blot con anticuerpos específicos para caspasa 3. 

AtMCA1 CPP32 AtMCA1 
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Figura 12. Western blot utilizando los anticuerpos anti-caspasa 3 y anti-Histidinas. 
Homogenados de células de E co/i con las construcciones de los genes de metacaspasa 
AtMCAl (AtMCA1) y de caspasa 3 humana (CPP32) en tratamientos con y sin inducción de 
sobreexpresión de proteínas. El peso de la caspasa 3 es de 32 kDa como proenzima; de 
17 kDa para la subunidad p20; de 12 kDa para la subunidad pl0 y de 29 kDa las dos 
subunidades juntas (pl0 y p20) sin el prodominio. La metacaspasa AtMCAl pesa 45 kDa. 

Como se ve en la Figura 12, la caspasa 3 humana recombinante está siendo activada, ya 
que se detectaron las subunidades liberadas. Observamos la subunidad p20 sola, lo que 
indica que se proteolizaron los dos sitios de corte; también observamos la subunidad p20 
con el prodominio (29 kDa) y la subunidad p20 con la subunidad pl0. Estos dos últimos 
péptidos, junto con la proenzima de 32 kDa que también fue detectada, indica que no 
toda la caspasa 3 fue cortada y activada, puesto que vemos estos cortes parciales. 

Hay que resaltar que el anticuerpo detecta un epítopo de la subunidad p20, por lo 
que solo observamos péptidos que lo contuvieran y no pudimos ver la subunidad pl0 sola. 
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Lo mismo se hizo en el caso de la metacaspasa AtMCA1, pero el anticuerpo anti
caspasa 3 no cruzó con esta proteína, por lo que recurrimos al anticuerpo anti-Histidinas 
que se usa en las proteínas sobreexpresadas con los vectores pProEX. 

El anticuerpo anti-Histidinas reconoce una pequeña cadena de Histidinas que se 
localiza en la región amino-terminal de las proteínas expresadas en los vectores pProEX. 
La figura 12 muestra que la región amino-terminal, donde se localiza el prodominio y las 
histidinas en la caspasa 3 humana (CPP32), no está siendo reconocida por el anticuerpo 
debido a que ya ha sido cortado este pedazo del péptido y probablemente sea tan 
pequeño que se ha degradado o simplemente no aparece en el gel. Esto apoya la idea de 
que la caspasa 3 se autoactiva gracias a la alta concentración de proenzima existente. 

En el caso de la proteína AtMCA1 se observa la sobreexpresión dentro de la 
bacteria, sin embargo no se detectó el rompimiento de la proteína, pues la única banda 
observada es la correspondiente a la proenzima. 

4. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE AtMCAl EN PRESENCIA 
DE H20 2 Y ESTAUROSPORINA EN CULTIVO EN 
SUSPENSIÓN 

Dado que la hipótesis que se plantea es la participación de la metacaspasa en la muerte 
celular programada, la mejor manera de probarlo es observando la relación entre la 
muerte celular en algún tratamiento o tipo de estrés y el comportamiento de la 
metacaspasa. El método más rápido y ya establecido es el uso de un cultivo de células en 
suspensión de A. tha/iana. 

Para esto se utilizó un sistema de células en suspensión que permite obtener los 
resultados utilizando cantidades más pequeñas de reactivos necesarios para la inducción 
de respuestas o para la medición de las mismas, si se compara con las requeridas en una 
planta completa. Además no se requiere esperar a que la planta crezca a una 
determinada edad, sino que se utilizan las células inmediatamente después de 
resembradas, y éstas se mantienen dividiéndose constantemente por lo que se obtienen 
células continuamente a partir de un solo cultivo. Las mediciones de viabilidad celular 
pueden ser cuantitativas al poder ser contadas las células en el microscopio y de una 
manera muy sencilla. 

Para analizar el comportamiento de los cultivos en suspensión, así como la expresión 
del gen de la metacaspasa AtMCA1 durante la muerte celular programada, se utilizaron 2 
tratamientos, el peróxido de hidrógeno y la estaurosporina, que se sabe producen un tipo 
de muerte celular programada muy parecida a la apoptosis animal, puesto que presenta 
varias características comunes con este tipo de muerte. 
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4. 1. PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 

Después de una infección por patógenos que produzcan la reacción hipersensible, es 
característica una fuerte reacción oxidativa que llega a producir entre otras especies 
reactivas, el peróxido de hidrógeno. Varios autores han descrito la muerte celular inducida 
por H20 2 (Levine y cols., 1994; Desikan y cols., 1998; Houot y cols., 2001; Pellinen y cols., 
2002). Se ha visto en Arabidopsis tha/iana que una concentración de entre 5 y 50 mM de 
H20 2 produce muerte celular programada en cultivos en suspensión. En este estudio 
utilizamos una concentración intermedia de 20 mM y se midió la viabilidad celular durante 
24 horas por medio de una tinción doble: con azul tripano que tiñe células con daño en la 
membrana y por lo tanto muertas; y con diacetato de f1uoresceína (FDA) que f1uoresce en 
las células vivas, puesto que entra a la célula y las esterasas de la célula rompen los 
acetatos permitiendo que la f1uoresceína f1uoresca. 

tiempo (h) O 

Azul 
Tripano 

FDA 

2 4 8 24 

Figura 13. Tinción doble con Diacetato de Fluoresceína (FDA) y azul tripano de células en 
suspensión de A. tha/iana tratadas con Peróxido de Hidrógeno 20 mM, a los tiempos 
indicados. Las fotos en cada tiempo representan el mismo campo. 

En la figura 13 se puede apreciar que la tinción doble con diacetato de f1uoresceína 
y con azul tripano permite distinguir las células vivas de las muertas, puesto que cada 
tinción es mutuamente excluyente, y las células sólo se tiñen con alguno de los dos. 
Como se puede apreciar en la Figura 14 a, donde se grafican los resultados de viabilidad, 
el peróxido de hidrógeno produce muerte de las células al menos ya a partir de las 
primeras 4 horas; este efecto es atenuado debido a que el H20 2 es rápidamente 
metabolizado por el cultivo y se ha demostrado que concentraciones tan altas como 10 
mM pueden ser destruidas en un periodo de 10 minutos. La adición de peróxido de 
hidrógeno al cultivo, posterior al primer tratamiento, no alteró el comportamiento durante 
la respuesta, debido probablemente a que la célula inicia el proceso de muerte 
programada desde el primer tratamiento (Levine y cols., 1994). 
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Figura 14. a) Viabilidad de células en suspensión de A. tha/íana tratadas con agua 
(Control) y con peróxido de hidrógeno 20 mM. Las células fueron teñidas con azul tripano 
0.1 % Y FDA 5 ¡..tM. La viabilidad es el porcentaje de células vivas del total de células en el 
cultivo. Las barras indican ± desviación estándar de 3 experimentos independientes. b) 
Acumulación de ARNm del gen AtMCA1 por RT-PCR en las mismas células de A. tha/íana a 
O, 2, 4, 8 Y 24 horas después de la adición de H20 2 20 mM. Se utilizó el gen Apt 1 como 
control para la integridad del ARNm. 

Una vez que se cuantificó la muerte celular producida por este tratamiento, se evaluó 
la expresión de ARNm del gen AtMCA1 por medio de la técnica de RT-PCR, para poder así 
relacionarlo directamente con la muerte. En la Figura 14 b se observa la inducción del 
mensajero de esta metacaspasa producida por la adición de H20 2 en el cultivo, y se puede 
apreciar el cambio en los niveles del mensajero casi de manera directa con la muerte de 
las células en el cultivo; es decir, la expresión de AtMCA1 aumenta ligeramente sus niveles 
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basales a partir de las primeras 4 horas, y continúa aumentándolos en la misma 
proporción conforme disminuye la viabilidad celular. 

4. 2. ESTAUROSPORINA 

La estaurosporina es un potente inhibidor de proteína cinasa C, y es un inductor de 
apoptosis muy utilizado en sistemas animales (Caballero-Benítez y Morán, 2002). En 
sistemas vegetales también ha sido comprobada su eficiencia en producir la muerte celular 
programada (Hoeberichts y Woltering, 2002). Se ha observado que la fosforilación de 
proteínas es imprescindible para el correcto funcionamiento de la célula, por lo que la 
inhibición de cinasas es detectada por la célula como un daño importante que inicia el 
programa de suicidio celular. 

En plantas, muerte celular programada inducida por estaurosporina (2 y 50 ).lM) se 
ha estudiado células en suspensión de tomate y tabaco (De Jong y colaboradores, 2000). 
En nuestro estudio utilizamos una concentración de 2 ).lM debido a que esta concentración 
es suficiente para producir una proporción importante de muerte celular al cultivo. 
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Figura 15. Tinción doble con Diacetato de Fluoresceína (FDA) y azul tripano de células en 
suspensión de A. tha/iana tratadas con Estaurosporina 2 ).lM o DMSO (control), a los 
tiempos indicados. Las fotos en cada tiempo representan el mismo campo para cada 
tratamiento (estaurosporina y DMSO). 

En la figura 15 se observa que el efecto de la estaurosporina sobre el cultivo de células 
vegetales es dramático, de forma que a las 24 horas se observa una gran cantidad de 
células teñidas con azul tripano, y son pocas las que fluorescen con el FDA. No así, el 
cultivo de células tratadas con el vehículo, DMSO. En la figura 16 a vemos que la muerte 
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celular que se produce por acción de la estaurosporina se observa desde las 4 horas, 
aumentando considerablemente a hasta las 24 horas después del tratamiento, donde la 
viabilidad celular es aproximadamente de 50 %, Y alcanzando un 35 % a las 72 horas. 
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Figura 16. a) Viabilidad de células en suspensión de A. tha/iana tratadas con DMSO 
(Control) y con estaurosporina 2 ~M. Las células fueron teñidas con azul tripano 0.1 % Y 
FDA 5 ~M. La viabilidad es el porcentaje de células vivas del total de células en el cultivo. 
Las barras indican ± desviación estándar de 3 experimentos independientes. b) 
Acumulación de ARNm de AtMCA1 por RT-PCR en células en suspensión de A. tha/iana a 
O, 2, 4, 8, 24 Y 48 horas después de la adición de estaurosporina 2 ~M. 

El caso de la expresión del ARNm de AtMCA1 es muy similar a lo que ocurre con el cultivo 
tratado con peróxido de hidrógeno: existe una correlación en el aumento de los niveles del 
mensajero que se observan por medio del RT-PCR, con la disminución de viabilidad del 
cultivo en suspensión. Advertimos dos cambios marcados durante la respuesta al 
tratamiento: un primer aumento a las 2 horas después de la inducción, donde la 
disminución en el porcentaje de células vivas no es tan evidente comparado con el 
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control; y un segundo aumento a las 24 horas después del tratamiento, cuando el cambio 
en la viabilidad celular es más drástico. Sin embargo, después de las 2 horas, y hasta las 
8 horas posteriores a la inducción, los niveles de mensajero se mantienen constantes 
(Figura 16 b). 

Tiempo después de tratamiento (h) 

o 24 H202 20 mM 

o 48 Estaurosporina 2J1M 

o 24 Control 

Figura 17. Células de A. tha/iana de un cultivo en suspensión tratado con H20 2 20 mM, 
estaurosporina 2 I-lM o con DMSO (control). Las células están teñidas con DAPI al tiempo 
indicado y se observan en un microscopio de fluorescencia con un filtro para UV. Las 
cabezas de flecha verdes indican núcleos normales y las flechas amarillas indican núcleos 
condensados. 

Debido a que la tinción empleada para observar células muertas sólo sirve para 
detectar daño en la integridad membranal y por lo tanto, una muerte de tipo necrótica, 
recurrimos a otro tipo de tinción para poder afirmar que los efectos que estamos 
observando son propios de la muerte celular programada, y no de la muerte de tipo 
necrótica. 

Una de las principales características morfológicas de las células apoptóticas es la 
condensación nuclear, la cual puede ser observada mediante la tinción del material 
nuclear con algún compuesto que se una al ADN como es el caso del fluoróforo DA PI para 
teñir los núcleos de las células en suspensión. 

Utilizando esta tinción observamos de manera cualitativa que los núcleos de las 
células muestran una condensación a las 24 horas después del tratamiento con H20 2 y a 
las 48 horas después del tratamiento con estaurosporina. Esto denota que durante los 
tratamientos anteriores se observa una muerte de tipo apoptótica. 
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5. EXPRESIÓN TRANSITORIA DE AtMCAl EN CÉLULAS EN 
SUSPENSIÓN 

Con los experimentos anteriores con células en cultivo en suspensión, observamos que la 
metacaspasa AtMCA1 participa en estos procesos de muerte programada. Sin embargo, 
su papel durante el proceso no puede ser determinado observando solamente su 
transcripción. Para poder conocer un poco más acerca de su participación, lo que hicimos 
fue forzar un poco la maquinaria molecular, induciendo un cambio en el equilibrio de las 
moléculas que de acuerdo a nuestra hipótesis, regulan la muerte. 

Esto se realiza mediante el uso de la expresión transitoria, un método que 
involucra la expresión de cierto gen dentro de las células de la planta (en este caso células 
en suspensión), a través de la transformación del gen deseado por medio de una infección 
con la bacteria patógena Agrobacterium tumefasciens. Esta bacteria en su forma silvestre 
infecta muchas de las plantas dicotiledóneas, transfiriendo una parte de su material 
genético que induce a las células de la planta a producir unos compuestos que le servirán 
de alimento a la bacteria. Este ADN bacterial no solo funciona con la maquinaria 
transcripcional y traduccional de la planta, sino que se integra por completo al genoma de 
su huésped eucarionte. 

Es por esto, que mediante la ingeniería genética se ha logrado modificar el ADN 
que transfiere la bacteria a la planta, de forma que los genes que inducen la virulencia han 
sido removidos (formando lo que se conoce como una cepa "desarmada"), y pueden ser 
insertados cualesquiera otros genes que se deseen que la planta exprese, ya sean 
endógenos o de otro organismo. 

Para la expresión transitoria se utiliza un vector que posea un marcador de 
selección (para asegurar que la bacteria tenga el vector) y un sitio de clonación que será 
donde se inserte el gen deseado. Este sitio está flanqueado por un promotor y un 
terminador que puedan ser controlados por las células de la planta, puesto que al 
incorporarse al genoma eucarionte, necesita de algo que controle su expresión. 

Según nuestros resultados de transcripción del ARNm de la metacaspasa, la célula 
siempre posee niveles basales del transcrito; también se sabe que los niveles de 
mensajero y proteína de las caspasas de mamíferos se comportan de manera similar. Por 
esto, suponemos que también existen niveles basales de proteína de AtMCA1 en las 
plantas; por lo que para poder apreciar la participación de la metacaspasa AtMCA1 en el 
proceso de muerte, utilizamos una sobre expresión de la proteína que permitiera observar 
efectos drásticos durante el proceso. De esta manera, la sobre expresión de la 
metacaspasa alteraría el equilibrio en los niveles de estas moléculas, produciendo una 
aumento o una disminución de la respuesta de la planta frente a algún estímulo que 
indujera la muerte programada. 

Por otro lado, al suprimir la expresión del mensajero de AtMCA1 por medio de un 
antisentido, suponemos que dejaremos a las células menos susceptibles a algún estímulo 
que induzca la muerte celular programada, debido a que únicamente cuenta con las 
moléculas de metacaspasa AtMCA1 que tiene inicialmente, sin posibilidad de responder 
normalmente; esto, en principio, disminuiría la respuesta de muerte por parte de las 
células. 

Adicionalmente, se ha visto que plantas transgénicas que contienen genes 
humanos anti-apoptóticos de la familia BcI-2, expresados en plantas de tabaco tienen un 
efecto inhibitorio de la respuesta hipersensible (Dickman y colaboradores, 2001). Por esto 
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quisimos probar también el efecto que tiene la sobreexpresión de la caspasa 3 humana en 
las células en suspensión de A. tha/iana, bajo algún estímulo de muerte. 

Para la construcción del vector utilizamos un promotor constitutivo que expresa 
niveles altos en las plantas: el 355 3x (un promotor derivado de un virus de coliflor). Pero 
utilizamos una versión modificada de este promotor que expresa niveles aún más altos del 
gen deseado, puesto que el enhancer está clonado 3 veces antes del promotor: 355 3x. 
También se utilizó el terminador N05, y clonamos el gen AtMCA1 en versión sentido (para 
la sobreexpresión) y antisentido (para la supresión). Todo esto se hizo dentro del vector 
pBin, que contiene un marcador de selección para bacterias y otro para plantas, ambos de 
kanamicina. 

De esta manera se realizaron las siguientes construcciones: 
• Como control, únicamente el vector: pBin 35S 3x NOS (pBin en las gráficas). 
• Para la sobreexpresión de AtMCA1, el vector más el gen de metacaspasa en versión 

sentido: pBin 35S 3x NOS -AtMCAl (AtMCA1 en las gráficas). 
• Para la supresión, el vector más el gen de AtMCA1 en antisentido: pBin 35S 3x NOS 

-AtMCAl antisentido (AtMCA1 anti-sentido). 
• Para la sobreexpresión del gen de la caspasa 3 humana, el vector más el gen CPP32: 

pBin 35S 3x NOS -CPP32 (CPP32). 

Recientemente se ha reportado que el ca-cultivo de células en suspensión de 
planta con Agrobacterium tumefasciens produce una respuesta de MCP en las células 
eucariontes (Hansen, 2000). En este caso se utilizaron células de maíz, sin embargo se 
sabe que parte del problema al tratar de hacer expresiones transitorias en las plantas, e 
incluso al tratar de hacer plantas transgénicas utilizando esta bacteria, es que esta última 
induce una respuesta de muerte en las células que infecta. 

Es por esto que analizamos el comportamiento de nuestra expresión transitoria, en 
base a la muerte, únicamente con la infección que produce el ca-cultivo de las células en 
suspensión de A. tha/iana con la cepa de la bacteria A. tumefasciens que contiene 
nuestras construcciones. Es decir, al ca-cultivar las células de planta en suspensión con 
las bacterias tenemos dos fenómenos simultáneamente: por un lado la bacteria infecta a 
la célula vegetal produciendo una respuesta del tipo de reacción hipersensible en esta 
última, lo que induce que la célula eucarionte prenda un sistema de muerte programada; 
por otro lado la bacteria transforma la célula vegetal con nuestras construcciones, 
produciendo una expresión transitoria de nuestro gen. 

Fue así que, utilizando el sistema de tinción doble con FDA y azul tripano, 
analizamos la viabilidad durante una infección con Agrobacterium tumefasciens para 
determinar la muerte programada que se produce al sobreexpresar la metacaspasa 
AtMCAl. 

Los resultados de la figura 18 nos demuestran lo que inicialmente habíamos 
planteado: la simple infección de Agrobacterium tumefasciens en las células de A. tha/iana 
inducen una respuesta de muerte que, se puede evidenciar desde las primeras 24 horas 
(Figura 18 b) después de la infección (o después de las 72 horas, cuando la respuesta es 
más moderada, [Figura 18 aJ). Esto lo observamos en el comportamiento que tiene la 
infección con el Agrobacterium que contiene el vector pBin vacío. 

47 

Univer sidad Nacional Autónoma de México / Facultad de Ciencias 



a) 

"tJ res 
"tJ 

.Q 
res 
:>o 

b) 

"tJ 
~ 
"tJ 

.Q 
~ 

:> 

~ ..... 
o 
~ 

G.I 
"tJ 
;;F. 

--- ------

I nfecc ión d e e ulti ve en sus p ens i ón de Arabidopsk> 
thaJiana con Agrobacterium rumefasdens 

100 

80 

60 

40 

20 

O 

- -

O 

- - - - - --- - -
1 

~-- pBin 

-+- AtM CA 1 Anti- s e nti do 

~AtMCA1 

---e-- CPP 32 

20 40 60 
Tiempo (horas) 

80 

Infección de cultivo en suspensión de Anlhidopsis 
thaliana co n Agrobac~rium rum efasd ens 

100 - - pBin 

Resultados 

100 

----+- AtMC A 1 Anti- s e nti d o 
80 

fi 
~60 
~ 

Gol 
"tJ 40 
;;F. 

20 

O 

O 

-.... -.-

20 40 
Tiempo (horas) 

~ AtMCA1 

-CPP32 

60 80 

Figura 18. a) Viabilidad de células en suspensión de A. tha/iana infectadas con 
Agrobacterium tumefasciens 2 x 108 células/mi con las construcciones indicadas. Las 
células fueron teñidas con azul tripa no 0.1 % Y FDA 5 J.lM. La viabilidad es el porcentaje 
de células vivas del total de células en el cultivo. Las barras indican ± desviación estándar 
de 3 conteos en 2 experimentos independientes. b) Otra cinética de viabilidad, igual a la 
anterior, donde la respuesta a la infección con la bacteria fue mayor, debido a las 
condiciones iniciales del cultivo y de las bacterias. 
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Figura 19. Células de A. tha/iana de cultivos en suspensión infectadas con Agrobacterium 
tumefasciens, conteniendo las diferentes construcciones indicadas. Las células están 
teñidas con DAPI a las O y 24 horas después de la infección, y se observan en un 
microscopio de fluorescencia con un filtro para UV. Las cabezas de flecha verdes indican 
núcleos normales y las flechas amarillas indican núcleos condensados. 

Pero además pudimos observar que cuando la bacteria carga el vector pBin con la 
versión sentido del gen AtMCA1, la respuesta de la célula vegetal frente a la infección es 
más rápida, comparándola con el control. Este efecto es más evidente cuando se trata de 
una respuesta fuerte, o sea, cuando las células están en condiciones iniciales no muy 
buenas y por lo tanto son más susceptibles a cualquier estrés. Esto quiere decir que al 
aumentar la expresión de la metacaspasa AtMCA1 frente a una respuesta que 
normalmente induce la muerte, la muerte será más rápida y diseminada en el cultivo. 

Por otro lado, el resultado más interesante fue el que obtuvimos al transformar las 
células de Arabidopsis con el antisentido del gen AtMCA1. Aquí obtuvimos un resultado 
muy congruente con el anterior: como la sobreexpresión del sentido de la metacaspasa 
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aumentó la muerte, el antisentido (cuya función es apagar o al menos reducir 
considerablemente la expresión) disminuyó esta muerte celular. Y esta tendencia a 
proteger las células infectadas por la bacteria es evidente en las dos distintas cinéticas de 
muerte, tanto la moderada como la aguda (figura 18 a y 18 b). Finalmente las células 
encuentran un modo de morir con los niveles bajos de AtMCA1 (debidos a la ca-supresión 
por el antisentido) o sin la necesidad de expresar más metacaspasa AtMCA1 (en caso de 
que la expresión de AtMCA1 se abatiera por completo), lo que se aprecia 96 horas 
después de la infección (figura 18 a, en la respuesta moderada); sin embargo, durante las 
primeras 72 horas donde las células contienen el antisentido de AtMCA1, no se aprecia 
muerte alguna en el cultivo, a diferencia de lo que se observa con el resto de las 
construcciones, incluida el vector control. 

Por último, la expresión del transgen CPP32 (caspasa 3) en las células vegetales 
produjo que la respuesta de muerte frente a la infección por Agrobacterium se 
incrementara sensiblemente. Esto es, la caspasa 3 humana tiene un efecto similar en la 
muerte programada de las células vegetales al que presenta la sobreexpresión de AtMCA1, 
pero con efecto menor, apenas más intenso que el que presenta el control: 41% de CPP32 
vs 56% del control (vector) a las 96 horas en la respuesta moderada. 

Para afirmar que la muerte celular que cuantificamos con la doble tinción está 
relacionada con la muerte programada utilizamos nuevamente otra tinción con DAPI para 
ver condensación de núcleos. En la figura 19 observamos los núcleos teñidos con el 
fluoróforo DAPI, y podemos apreciar que en las muestras control (pBin) a las 24 horas 
después de la infección, se distingue una condensación nuclear típica de la muerte 
programada, a diferencia de las células al inicio de la cinética (O horas) . Cuando 
infectamos con la bacteria que lleva la construcción sentido del gen AtMCA1, y por lo 
tanto, que induce una expresión transitoria de dicho gen, podemos ver que también se 
presenta la condensación nuclear. En este caso solo utilizamos la técnica con fines 
cualitativos y no cuantitativos, debido a que solo queríamos demostrar que sí se presenta 
esta condensación nuclear que se conoce que es característica de la muerte celular 
programada en las plantas. 

Finalmente, en las células donde indujimos una supresión por antisentido de la 
metacaspasa AtMCA1 observamos que, aunque se presenta la condensación nuclear en las 
muestras a las 24 horas en la cinética con una respuesta rápida, el número de células que 
la presentan es por mucho, menor que el que encontramos en las otras condiciones, 
incluido el control. 
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DISCUSiÓN 

AISLAMIENTO DEL GEN 

La respuesta hipersensible que producen las infecciones con ciertas bacterias y 
hongos se caracteriza por desarrollar un tipo de defensa en las plantas que les 
permita detener la infección delimitando al patógeno mediante la muerte localizada 
de células infectadas junto con las vecinas (Heath, 2000). Las células al morir se 
desecan formando los característicos halos de amarillamiento que sirven para 
detectar la respuesta hipersensible, lo que impide al patógeno propagarse al resto 
de las células. Además, las células infectadas y aquellas destinadas a morir 
producen toxinas y proteínas de defensa contra el patógeno. 

Durante la respuesta de defensa que involucra una reacción hipersensible, 
las células de la planta producirán un gran número de proteínas que participarán 
en el proceso a dos niveles: induciendo y dirigiendo la muerte programada de la 
célula, como las metacaspasas, y preparando al resto de las células para combatir 
la infección. 

En este trabajo aislamos el gen de una de las 9 metacaspasas presentes en 
el genoma de Arabidopsis thaliana. Esto se logró mediante el uso de la técnica de 
RT-PCR que nos permitió obtener genes que son transcritos en plantas bajo 
condiciones fisiológicas en respuesta a estímulos de muerte. 

Dado que los niveles de ARN mensajero de las metacaspasas detectados en 
el RT-PCR muestran variaciones a lo largo de la respuesta de las hojas a la 
infección con la bacteria (datos que no se muestran), sugerimos que las 
metacaspasas están reguladas a nivel transcripcional durante la respuesta a la 
infección. Esto lo confirmamos para la metacaspasa AtMCA1 al verificar que su 
transcripción se regulaba en respuesta a la infección con Pseudomonas. Debido a 
dificultades técnicas, no pudimos verificar la inducción del otro gen aislado, la 
metacaspasa 254, por lo que es necesario probar si la regulación observada a 
nivel del ARNm en AtMCA1 también ocurre en esta metacaspasa y en las 7 
restantes. 

ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE AtMCAl 

En este estudio evaluamos la expresión de la metacaspasa AtMCA1 en 
respuesta a 4 diferentes tratamientos que inducen una respuesta de defensa en 
plantas. Por un lado, encontramos que durante la cinética de infección de la planta 
con Pseudomonas, el ARNm de AtMCA1 eleva sus niveles 4 horas después del 
tratamiento inicial con estas bacterias. También encontramos que los niveles de 
ARNm de la metacaspasa alcanzaron un máximo 12 horas después de la infección 
con el hongo Alternaría. Esto sugiere una participación muy temprana de la 
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metacaspasa AtMCA1 en este tipo de respuesta de defensa de la planta ante 
infecciones, en relación con la aparición de las áreas de amarilla miento de células 
muertas sobre las hojas infectadas, que se observa alrededor de las 72 horas. 
Esto ha sido documentado en una gran diversidad de moléculas tanto en células 
vegetales como en animales, incluyendo proteínas involucradas en la apoptosis 
como las caspasas (Caballero y Morán, 2003), proteínas de defensa en plantas 
(Shirasu y Schulze-Lefert, 2000) y proteínas de respuesta a estrés (Heat Shock 
Proteins) en plantas y animales (Sun y cols. 2002). 

El ácido salicílico (SA) es un conocido potenciador de la MCP producida por 
una respuesta de defensa (Overmyer y cols., 2003). Algunos investigadores han 
propuesto que elSA por sí solo es capaz de producir MCP, mientras que otros no 
apoyan esta idea (Hoeberichts y Woltering, 2002). Nuestros resultados indican 
que la metacaspasa AtMCA1 se induce por el tratamiento con SA durante las 
primeras 2 horas. Esta respuesta tan temprana, en comparación con la infección 
con bacterias u hongos, en la activación de la maquinaria molecular de la planta 
es razonable dado que se trata de un tratamiento directo con la molécula de 
señalización. Se sabe que durante una respuesta hipersensible los niveles de SA 
aumentan mucho y que esta molécula participa en la señalización entre las 
células, lo que apoya que éste sea un evento posterior y rápido. 

Por otro lado, la respuesta de la planta frente a una herida mecánica no 
implica necesariamente una muerte programada, sino un estrés al que se somete 
la planta. En este caso la metacaspasa se estaría comportando de manera similar 
a lo que se esperaría de una proteína de respuesta a estrés (hsp) o a una proteína 
de defensa. De hecho, las metacaspasas de tipo 1 (al cual pertenece AtMCA1) 
poseen un dominio N-terminal con homología a algunas de las proteínas de 
defensa que se conocen (como LSD o LOL). Esto también pOdría significar que las 
metacaspasas de tipo 1 pueden interactuar directamente con estas proteínas de 
defensa mediante la unión de estos dominios, como se sabe que ocurre en las 
caspasas iniciadoras en la vía intrínseca de las caspasas (Ashkenazi y Dixit, 1998). 

Así, la inducción del mensajero de AtMCA1 frente al estrés producido por 
cualquiera de los 4 tratamientos aplicados a la planta produjo un pico máximo de 
inducción dentro de las primeras horas. Además, cabe notar que en todos los 
casos observamos que el control no inducido posee un nivel basal de transcrito de 
la metacaspasa, lo cual concuerda con lo encontrado en otras células animales 
(Caballero y Morán, 2003). Esto podría deberse a que el tiempo de respuesta de la 
proteína debe ser lo más rápido posible para enfrentar el estrés y ser eficiente, de 
manera que el aumento subsecuente del mensajero que se observa en las 
cinéticas, es una consecuencia de la retroalimentación que se genera por la acción 
de la misma maquinaria de defensa. De ahí que una de las características de las 
caspasas en general sea su propiedad de regulación por activación. Esto quiere 
decir que estas proteasas, que se sintetizan como proenzimas inactivas, se 
encontrarán normalmente en células saludables, y que requerirán de su activación 
para que funcionen; de esta manera, el tiempo requerido para su activación es 
mucho menor, pues la proteína inactiva o el mensajero ya están presentes. De 
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esta manera, la célula tiene varios niveles de regulación de las caspasas: por un 
lado la transcripción del mensajero, por otro lado la cantidad de proenzima que se 
sintetiza a partir del transcrito, y por último la activación de esta proenzima por 
algún estímulo para generar una enzima activa. 

ACTIVIDAD TIPO-CASPASAS DE AtMACAl 

Dada la gran actividad que observamos con la caspasa 3 humana, pudimos ver 
que no es necesario un estímulo de inducción que la active, no al menos cuando se 
encuentran niveles tan altos de proteína como los que obtuvimos mediante este 
sistema de sobreexpresión. Esto apoya la hipótesis de que la activación dentro de 
la bacteria se debe a la proximidad de las proenzimas gracias a un aumento en su 
concentración por sobreexpresión de la proteína. En ausencia de un estímulo 
apoptótico y del resto de la maquinaria apoptótica que se encuentra dentro de las 
células de mamífero, la caspasa 3 puede ser activada por ella misma gracias a su 
propiedad de autocatálisis (Yang y colaboradores, 1998). Esta actividad 
proteolítica debida a una autoactivación de la caspasa la verificamos mediante la 
detección de la proteína con anticuerpos en un Western blot, utilizando un 
anticuerpo que reconoce a la caspasa 3. 

Autores como Colussi y colaboradores (1998) afirman que la capacidad de 
autoactivación de las caspasas se debe principalmente al tamaño de su 
prodominio, siendo las caspasas iniciadoras, que poseen un prodominio grande, 
aquellas que tienen la mayor propiedad de autocatálisis. Debido a esto esperamos 
que la metacaspasa AtMCA1, al poseer un prodominio grande, pudiera funcionar 
como una caspasa iniciadora y autoactivarse de la misma manera. Sin embargo, 
en este estudio la caspasa 3, que tiene un prodominio chico y es una caspasa 
efectora, presentó una actividad enorme que no se esperaba que tuviera en 
acuerdo con las propiedades de autoactivación descritas. Por otro lado, la 
matacaspasa AtMCA1 no presentó una gran actividad de caspasa, y lo que es más, 
al detectar la proteína con el anticuerpo anti-histidinas observamos que había 
mucha proenzima. Esto indica que lo más probable es que la actividad tan baja 
que observamos se deba a que 1) el substrato utilizado no es aquel que reconoce 
esta enzima de manera óptima, y 2) aparentemente esta metacaspasa no se 
autoactiva, lo que observamos por la gran producción de proenzima y ausencia de 
proteínas de menor peso molecular correspondientes a la enzima activa. 

Es importante señalar que el plásmido que se utilizó para sobreexpresar a 
AtMCA1 se mandó a secuenciar para verificar que estuviera en fase y sin 
mutaciones, encontrándose en fase, pero con una mutación en la secuencia. Esta 
mutación cambió un ácido glutámico (E) muy conservado en todas las 
metacaspasas por una glicina (G); es decir, un aminoácido cargado por uno sin 
carga. Sin embargo detectamos una pequeña actividad de caspasa 3 
significativamente más grande que la detectada con los vectores control, aunque 
demasiado pequeña comparada con la actividad de la caspasa 3 humana. Pero 
para poder afirmar que posee una actividad proteolítica del tipo de caspasa 3, sería 
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necesario purificar la enzima para quitar todo el fondo de las proteínas de la 
bacteria. 

También es importante señalar que los substratos utilizados son específicos 
para caspasas de mamíferos, y que su reconocimiento por parte de las caspasas es 
excluyente entre caspasas; esto es, cada substrato será reconocido por un solo 
tipo de caspasa dentro de la misma célula, y menos aún por alguna proteasa de un 
organismo tan diferente como una planta. Esto quiere decir que lo más probable 
sea que los substratos endógenos de plantas sean muy diferentes, por lo que las 
metacaspasas difícilmente pOdrán reconocer los substratos de caspasas de 
mamíferos. 

La generación de una biblioteca de sustratos sintéticos de caspasas 
(formados por combinaciones de 4 aminoácidos) permitió detectar los mejores 
blancos de las caspasas para así encontrar sustratos endógenos de las células 
(Thornberry y cols., 1997); asimismo, una modificación del sistema de dos 
híbridos en levadura permitió a Won y cols. (2003) detectar nuevos sustratos 
endógenos para las caspasas mediante una construcción de una librería de 
posibles substratos acoplada al sistema de Lac-Z. Cualquiera de estas dos 
metodologías pOdría servir para encontrar los sustratos endógenos de las 
metacaspasas. 

ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE AtMCAl EN PRESENCIA DE H20 2 Y 
ESTAUROSPORINA EN CULTIVO EN SUSPENSIÓN 

Además de los estímulos de la Reacción Hipersensible y la herida utilizados en las 
plantas, analizamos la expresión de ATMCA1 bajo estímulos de muerte por medios 
químicos. 

Uno de los estímulos más generalizados y que se presentan en todos los 
organismos que exhiben muerte celular programada es el estrés oxidativo causado 
por un desbalance en las especies reactivas de oxígeno. Este estrés puede ser 
causado por el peróxido de hidrógeno, que es un compuesto muy reactivo, 
altamente inestable y difundible a través de la célula. Se ha demostrado MCP 
inducida por H202 en plantas en cultivo como Arabidopsis tha/iana (Levine y cols., 
1994; Desikan y cols., 1998). El peróxido de hidrógeno produce distintas especies 
reactivas de oxígeno que son tóxicas para las células y dependiendo de la 
concentración a la que se usen en cultivos celulares producen distintos tipo de 
reacciones. Una concentración entre 5 y 50 mM de H20 2 produce muerte en 
cultivos en suspensión de Arabidopsis tha/iana (Levine y cols., 1994). Por otro 
lado, también utilizamos un inductor de apoptosis muy común en modelos 
animales y vegetales: el inhibidor de proteina cinasa, estaurosporina. Este 
inductor también ha sido probado en cultivos en suspensión de plantas (De Jong y 
cols., 2000), y se ha visto que induce una muerte celular programada muy 
parecida a la apoptosis. 
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De esta manera, al utilizar estos inductores produjimos una MCP en el 
cultivo en suspensión que pudo ser evaluada por medio de la tinción doble con 
azul tripano y FDA. Al analizar la acumulación del mensajero de AtMCA1, éste se 
incrementa lo que nos indica que muy probablemente la expresión de Arabidopsis 
tha/iana tiene un papel en el proceso de muerte celular inducido por el estrés 
oxidativo y por la inhibición de cinasas. Así, observamos que, al igual que en las 
respuestas frente a distintos tipos de estrés, el H202 y la estaurosporina inducen la 
expresión de la metacaspasa durante las primeras horas después del tratamiento. 

El caso del peróxido de hidrógeno es aún más problemático debido a que 
uno de los estreses a los cuales están sujetas continuamente las células en cultivo 
es el oxidativo. Es por ello que ciertas vías de transducción de señales 
dependientes de radicales libres operan comúnmente en estos cultivos (Halliwell, 
2003). Sin embargo se sabe también que el H20 2 actúa como una molécula de 
señalización regulando la muerte celular (Pellinen, 2002). Por todo lo anterior 
pensamos que la respuesta que se observa frente a los estímulos de 
estaurosporina y peróxido está más relacionada con el proceso de muerte que con 
el simple estrés, ya que observamos que los niveles iniciales de un cultivo ya 
estresado son bajos, y aumentan conforme la muerte celular se presenta; además 
los niveles máximos de transcripción se presentan cuando existe un porcentaje 
considerable de muerte. 

En apoyo a lo anterior encontramos que estas células mostraron una 
condensación nuclear típica de la apoptosis cuando se sometieron a ambos 
tratamientos con estaurosporina y H20 2, de manera similar a la reportada en la 
apoptosis animal. 

EXPRESIÓN TRANSITORIA DE AtMCAl EN CÉLULAS EN SUSPENSIÓN 

Para evaluar la participación de AtMCAl en el proceso de muerte de A. tha/iana, 
sobreexpresamos esta proteína en células en suspensión mediante su expresión 
transitoria, así como su inhibición por medio del antisentido. 

Según nuestros resultados de transcripción de ARNm de la metacaspasa, la 
célula siempre posee niveles basales del transcrito. Se sabe que lo mismo ocurre 
en el caso de las caspasas de mamíferos. Por esto, suponemos que también 
existen niveles basales de proteína de AtMCAl en las plantas. Basados en lo 
anterior y para conocer la participación de la metacaspasa AtMCAl en el proceso 
de muerte, indujimos la sobreexpresión de esta proteína para remarcar las 
acciones de la proteasa durante el proceso de muerte. De esta manera, la sobre 
expresión de la metacaspasa alteraría el equilibrio en los niveles de estas 
moléculas, produciendo una aumento o una disminución de la respuesta de la 
planta frente a algún estímulo que indujera MCP. 

La bacteria patógena Agrobacterium tumefasciens, cuya cepa ha sido 
genéticamente modificada quitándole aquellos genes de virulencia que causan su 
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patogenicidad, ha sido ampliamente utilizada para la expresión transitoria de un 
sinnúmero de genes, así como para la formación de líneas estables de plantas 
transgénicas. Sin embargo, se ha reportado que cuando esta bacteria transforma 
a muchos de los cultivos en suspensión de plantas, uno de los principales 
problemas que se presentan es la muerte de las células infectadas, producto de la 
infección de la bacteria (Weld y cols., 2001). Recientemente se ha reportado en 
maíz (Zea mays) que la muerte presenta características de tipo apoptótica tras la 
transformación con Agrobacterium, y además esta muerte puede ser disminuida 
tanto en células en cultivo como en tejidos de la planta cuando se realiza una co
transformación con los genes antiapoptóticos lAP1 y p32 (Hansen, 2000). Estos 
genes inhiben la apoptosis mediante el bloqueo directo de la actividad de las 
caspasas (Stennicke y cols., 2002). 

Así, dado que comprobamos que la infección de un cultivo en suspensión de 
Arabidopsis tha/iana con la bacteria A. tumefasciens induce por sí misma una 
muerte celular, no fue necesario utilizar algún otro estímulo para inducir el 
programa de muerte celular. Utilizando el vector pBlN 35S 3x, cuya capacidad de 
expresión constitutiva de una proteína es muy alta, transformamos cultivos en 
suspensión de Arabidopsis con las versiones sentido y antisentido de AtMCA1, 
además de un control (vector vacío). Debido a que las células en suspensión se 
encuentran muy estresadas y continuamente secretan sustancias que no son 
removidas al medio, éstas se vuelven más susceptibles a los estímulos para 
aumentar el estrés. De esta manera, entre más tiempo tienen las células sin 
resembrarse, más toxinas tienen en el medio y más estresadas están. 

Bajo estas condiciones, confirmamos que la infección de Agrobacterium 
tumefasciens en células de Arabidopsis tha/iana producen una muerte celular de 
tipo programado, lo cual corroboramos confirmamos mediante la condensación 
nuclear. Esta muerte celular evidenciada por la transformación del vector pBlN, 
fue aumentada mediante la sobreexpresión de la metacaspasa AtMCA1 dentro de 
este vector de expresión. En principio, la sobreproducción de una caspasa, como 
demostramos en el caso de la caspasa 3 humana, parece ser suficiente para que 
se active; sin embargo, la sobreexpresión de AtMCA1 en E co/i parece no ser 
suficiente para activar esta proteína; al menos de la forma como tradicionalmente 
se activan las caspasas, rompiéndose en dos subunidades. 

Por otro lado, la sobreproducción de AtMCA1 en células cuyo programa de 
muerte se ha activado fue mucho mayor que en condiciones de muerte con niveles 
basales de esta proteasa. Estos resultados se complementaron cuando se 
disminuyó la expresión de expresión AtMCA1 utilizando un antisentido para esta 
proteasa y se encontró una clara inhibición del programa de muerte celular 
inducida por A. tumefasciens. 

Los análisis de secuencia apuntan a que la participación de la metacaspasa 
AtMCA1 se da en la primera fase del proceso, durante la regulación, donde pOdría 
estar involucrada en las · interacciones con otras proteínas, como con ciertas 
proteínas de defensa con las cuales comparte homología en un domino (Uren y 
colaboradores, 2000) o con otras proteínas gracias al posible dedo de zinc que 
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posee en su porción N-terminal (Matthews y Sunde, 2002). Se sabe que las 
proteínas LSD y LOL, que contienen una homología con AtMCAl en la porción 
donde se encuentra el dedo de zinc, están involucradas en la interpretación 
correcta de señales dependientes de radicales libres durante la reacción 
hipersensible (Epple y cols., 2003). 

Por otro lado, nuestros resultados indican que la participación de AtMCAl no 
se limita únicamente a la respuesta de defensa contra patógenos que se presenta 
durante la reacción hipersensible, puesto que observamos la expresión de la 
metacaspasa durante una herida mecánica más relacionada con ataque de 
herbívoros, así como en un proceso de muerte mediado por un inhibidor de 
cinasas, la estaurosporina. 

Adicionalmente, al transformar las células en suspensión con el vector que 
contenía a la caspasa 3 humana obtuvimos una muerte celular más intensa 
comparada con la producida por el control, aunque menor que la observada 
durante la expresión transitoria de AtMCA1. La sobreproducción de caspasa 3 
humana, que se demostró que es suficiente para activarse sin necesidad del resto 
de la maquinaria apoptótica, aumenta ligeramente la muerte inducida por la 
infección de Agrobacterium. Esto sugiere que la caspasa 3 humana puede 
reconocer substratos exógenos y potenciar el proceso de muerte, aunque este 
aumento es mínimo debido a que los substratos de la caspasa son diferentes a los 
de las metacaspasas, como se vio durante la medición de actividad de caspasa en 
el sistema de sobreexpresión en E. eoli. 

El retraso o inhibición del programa de muerte por parte del antisentido 
también nos indica que es necesaria la expresión de novo de proteína de 
metacaspasa AtMCAl para echar a andar el proceso, siendo insuficiente la 
activación de la proteína normalmente presente en la célula y la expresión residual 
que se detecta normalmente en las expresiones de antisentidos (es decir, que no 
se abate por completo la expresión del gen con la co-supresión mediada por el 
antisentido) para responder al mismo nivel que en células normales. Por otro lado, 
esos resultados también nos indican que la célula encontrará finalmente un modo 
de morirse, es decir, pOdría encontrar otra vía alterna por la cual pudiera 
suicidarse sin la necesidad de AtMCA1, lo cual puede explicarse por la 
complementación que pOdría darse con cualquier otra metacaspasa que 
sustituyese su función. Esto explicaría la necesidad de tener toda una familia de 
metacaspasas, como sucede en animales, así como la existencia de vías de muerte 
celular programada independientes de metacaspasas. 

57 

Universidad Nacional Autónoma de México / Facultad de Ciencias 



Conclusiones 

CONCLUSIONES 

• Se aisló la secuencia de ADN de una de las 9 metacaspasas de Arabidopsis 
thaliana, nombrándose AtMCA1, por ser la primera metacaspasa aislada de esta 
planta. 

• La metacaspasa AtMCAl presenta una inducción a nivel de mensajero en 
plantas completas bajo 2 diferentes estímulos que producen una reacción 
hipersensible y están relacionados con la muerte celular programada: la 
infección con la bacteria patógena Pseudomonas syringae y la infección con el 
hongo Alternaria brassicicola. 

• El gen de AtMCAl también presenta una inducción a nivel de mensajero bajo 2 
tratamientos que inducen una respuesta de defensa por parte de la planta: la 
herida mecánica y el tratamiento con ácido salicílico. 

• Los tiempos de inducción del gen AtMCAl bajo los 4 estímulos anteriores 
coinciden temporalmente, iniciándose este aumento alrededor de las 4 horas 
después del tratamiento. 

• La metacaspasa AtMCAl se induce en cultivos de células en suspensión de 
Arabidopsis thaliana mediante los tratamientos con los inductores químicos de 
MCP, peróxido de hidrógeno y estaurosporina. Esta inducción se relaciona 
temporalmente de manera proporcional con la muerte programada de las 
células. 

• La metacaspasa AtMCAl recombinante en un extracto de Escherichia coli 
presenta una ligera actividad de caspasa tipo 3. 

• La sobreexpresión transitoria de AtMCAl en células en suspensión de A. 
thaliana aumenta la muerte inducida por la infección con la bacteria 
Agrobacterium tumefasciens y la expresión transitoria del antisentido de 
AtMCAl protege de la muerte a estas células vegetales. 

• La metacaspasa AtMCAl está involucrada en el proceso de muerte celular 
programada de Arabidopsis thaliana provocada por los inductores bióticos y 
químicos antes mencionados, posiblemente durante la fase de ejecución del 
programa de muerte. 
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ADNc 
Aptl 

ARN 
ARNm 
AtMCA1 

BcI-2 

BIR 

BIRP 

CARD 

caspasas 

cDNA 

DAPI 

DD 

DMSO 
EDTA 

FDA 

HTa y HTb 
IAP 

IPTG 
MCP 
MVRT 
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APENDICE 

Ácido Desoxirribonucleico copia 
Fosforribosil transferasa de Adenina 
(Adenine phosphoribosyltransferase) 
Acido Ribonucleico 
Ácido Ribonucleico mensajero 
Metacaspasa de A. tha/iana 1 
(Arabidopsis tha/iana Metacaspase 1) 
proteínas anti y pro apoptóticas (de linfoma de células B) 
(B-celllymphoma) 
Repetición de IAPs de Baculovirus 
(Baculovirus IAP Repeat) 
Proteínas con Repetición de IAPs de Baculovirus 
(Baculovirus IAP Repeat Proteins) 
Dominio de reclutamiento de caspasas 
(Caspase Recruitment Domain) 
proteasas de cisteína específicas para aspartato 
(Cysteine Aspartate Specific Proteases) 
Acido Desoxirribonucleico copia 
(copy Deoxyribonucleic acid) 
4',6-Diamidino-2-phenylindole 
( 4',6-Diamidino-2-phenylindole) 
Dominio de muerte 
(Death Domain) 
Dimetilsulfóxido 
ácido etilendiamino tetraacético 
(Ethylenediamine tetraacetic acid) 
Diacetato de Fluoresceína 
(Fluorescein Diacetate) 
Peróxido de Hidrógeno 
Proteínas de Choque térmico 
(Heat Shock Proteins) 
vector pProEX Hta y b 
Proteínas Inhibidoras de Apoptosis 
(Inhibitor of Apoptosis Proteins) 
Isopropi I-~-D-Tiogalactopi ranosida 
Muerte Celular Programada 
Transcriptasa Reversa de virus murino 
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p10 
p20 
PARP 
pB1N 
PCR 

pKS 
RT-PCR 

SA 

SCM 
SDS 

SDS-PAGE 

TM 

TUNEL 
V1H 
xgal 
YCA1 

B1-1 

Apéndice 

(Murine Virus Reverse Transcriptase) 
subunidad pequeña de caspasas de ~ 10 kDa 
subunidad grande de caspasas de ~20 kDa 
Poli-ADP-Ribosa Polimerasa o Poli-ADP-Ribosil Transferasa 
Vector pB1N 35S 3x 
Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(Polimerase Chain Reaction) 
vector pBluescript KS 
Reacción en Cadena de la Polimerasa, Reverso Transcriptasa 
(Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction) 
ácido salicílico 
(Salicilic Acid) 
Sitio Múltiple de Clonación 
Dodecil sulfato de sodio 
(Sodium Dodecylsulphate) 
Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 
(SDS-Polyacrylamide Gel Electroforesis) 
Temperatura de apareamiento 
(Melting Temperature) 
Terminal dUTP 3 ' Nick End Labelling 
Virus de Inmunodeficiencia Humana 
5-bromo-4-cloro-3-indolil galactosa 
Metacaspasa 1 de levadura 
(Yeast Caspase-l) 
1nhibidor 1 de Bax 
(Bax Inhibitor-l) 
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