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RESUMEN

La muerte celular programada (MCP) es esencial para man-
tener la homeostasis tisular en muchas formas de vida. En las
plantas, de igual forma que en los animales, la MCP es el me-
canismo por el cual se regulan una serie de procesos fisiologicos
tales como la germinacion, diferenciacion, crecimiento, reproduc-
cion y desarrollo de semillas. La MCP también juega un papel
importante en otros procesos como la resistencia a condiciones
ambientales desfavorables. A diferencia de los modelos anima-
les, la MCP en plantas estd poco descrita al nivel molecular, lo
que ha dado lugar a debates sobre el paralelismo entre este tipo

de muerte programada y el proceso conocido en animales como
apoptosis. Sin embargo, en los iltimos afios han surgido eviden-
cias importantes que permiten concluir que en las plantas existe
tal proceso. En esta revision se analizan hallazgos recientes del
reino vegetal en esta drea, que comienzan a vislumbrar elemen-
tos claves sobre la modulacion de la respuesta de la planta ante
muy diversos factores de estrés, tanto bioticos como abidticos,
abriendo ademds la posibilidad de utilizarlos en programas de
mejoramiento genético de rubros agricolas estratégicos.

Introduccion

si como en los anima-

les existe un mecanis-

mo bien orquestado que
permite eliminar de manera programada
células individuales para alcanzar y man-
tener la homeostasis de los tejidos y 6rga-
nos, en las plantas también ha sido obser-
vado este proceso desde hace algin tiem-
po. Al comienzo de la década de los 70
se introdujo el término apoptosis como un
fenémeno biol6égico con un sinnimero de
implicaciones en la fisiologia tisular (Kerr
et al., 1972). Sin embargo, es en los afios
90, con el auge del estudio de la apoptosis
en animales, cuando la teoria de la muer-
te celular programada (MCP) en plantas
ha conocido un gran desarrollo, promovi-
do entre otros factores por intereses agro-

econdémicos por su asociacién con proce-
sos tales como resistencia a patégenos, es-
trés abidtico y rendimiento de los cultivos
(Ranganath y Nagashree, 2001).

Hay similitudes genera-
les entre la apoptosis y la MCP en plantas,
tales como condensacién del citoplasma,
activacién de proteasas y nucleasas, de-
gradacién del ADN nuclear en fragmen-
tos nucleosomales, la implicacién del Ca
y la generaciéon de especies reactivas de
0O,. Sin embargo hay diferencias particu-
lares en las plantas, tales como la presen-
cia de una pared celular que impide la
fagocitosis de los cuerpos apoptdticos,
cuya respuesta evolutiva ha sido la gene-
racién de una extensiva vacuolizacion del
citoplasma, donde las enzimas hidroliti-
cas se encargan de ir digiriendo los res-
tos celulares

Durante la vida de las
plantas, células, tejidos y érganos son eli-
minados en un momento determinado en
beneficio del propio organismo. Durante
el curso normal de su desarrollo, germi-
nacién, diferenciacion, crecimiento, repro-
duccién y desarrollo de las semillas, las
plantas recurren a mecanismos cldsicos de
MCP. Las plantas también recurren a la
muerte controlada para adaptarse y resis-
tir a condiciones adversas de su ambiente
tales como falta de nutrientes, temperatu-
ras extremas, hipoxia y patégenos.

Algunos eventos morfo-
l6gicos de la apoptosis, asi como las rutas
de regulacién y las moléculas de sefializa-
cién presentan similitudes entre plantas y
animales; sin embargo, también han sido
observadas diferencias en la ejecucion de
la MCP. El objetivo de esta revisién es
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comparar las caracteristicas comunes Yy
diferenciales de la MCP entre plantas y
animales.

La Apoptosis y sus Rutas Clasicas de
Induccién

En la mayoria de los or-
ganismos eucariotas, la muerte celular pro-
gramada (MCP) o apoptosis representa un
mecanismo por el cual se regula una serie
de funciones tales como la morfogénesis, la
proliferacién y el control del nimero de cé-
lulas en organismos multicelulares, y con el
cual se eliminan células que presenten alte-
raciones o dafios a nivel genético (Vaux y
Korsmeyer, 1999; Arvelo, 2002). El término
apoptosis fue utilizado inicialmente en la an-
tigua Grecia para nombrar el proceso de cai-
da de hojas de los arboles durante los cam-
bios de estaciones. Posteriormente Kerr et al.
(1972) utilizaron el término para denominar
un proceso de MCP que comprende una se-
rie de eventos citolégicos como condensacion
y fragmentacion de la cromatina, contraccion
de la membrana plasmdtica y formacién de
vesiculas que empaquetan los organelos de
la célula en los denominados cuerpos apop-
téticos. Dichos eventos vienen dados por
interacciones  proteina-proteina  (proteinas
adaptadoras), transcripcién y activacion de
moléculas ejecutoras como las caspasas, y
cambios a nivel mitocondrial que conducen
a la liberacion al citoplasma de compuestos
pro-apoptdticos tales como Apaf-1 y Citocro-
mo C, entre otros (Reed, 2000).

La apoptosis en mamife-
ros se lleva a cabo esencialmente por dos
vias. Una extrinseca que se inicia por la in-
teraccion de los receptores de muerte (como
FasR o TNF-R1) con sus respectivos ligan-
dos. Esta unién produce un agrupamiento
de los receptores que estimula la formacién
de agregados de procaspasa-8 por moléculas
adaptadoras, ocasionando su coactivacion
proteolitica. Finalmente, la caspasa 8 activa
a la caspasa 3, inicidndose asi el programa
de muerte celular (Shen y Pervaizs, 2006).

La via intrinseca o mito-
condrial es dependiente de sefales intra y
extracelulares tales como citotoxicidad, es-
trés oxidativo o dafios al ADN, donde inter-
vienen numerosas proteinas pro-apoptoticas,
tales como citocromo C, AIF y SMAC/
DIABLO (Porter y Urbano, 2006). La re-
gulacién de esta via se da por los miembros
pro y anti-apoptéticos de la familia de pro-
tefnas Bcl-2, los que inducen o reprimen la
liberacién de estos factores al citoplasma.
(Hengartner, 2000; Le Bras et al., 2006)

Ambas vias estin regula-
das por las proteinas inhibidoras de apopto-
sis (IAPs), cuya funcién es inhibir diferentes
caspasas. Sin embargo, este control depende
del tipo de célula y del estimulo inductor
(Kim et al., 2006).
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Regulacion transcripcional
de la apoptosis

Ademas de las IAPs, exis-
ten otros reguladores importantes del proce-
so apoptético como lo son las proteinas p53,
NFx-B y Retinoblastoma (Rb). La proteina
p53 controla la transcripcién de genes como
Bax (Miyashita et al., 1994), Puma (Nakano
y Vousden, 2001), Noxa (Oda et al., 2000)
y Bid (Sax et al., 2000). Los promotores de
todos estos genes comparten el elemento de
respuesta a p53. Adicionalmente p53 también
puede activar la transcripciéon de genes que
codifican para proteinas efectoras de la ruta
apoptética, como es el caso del gen que co-
difica para Apaf-1, quien actia como un co-
activador de la caspasa 9 ayudando a iniciar
la cascada de activacién. La p53 también
induce la expresion de caspasa 6, proteina
efectora de la cascada apoptética (Fridman y
Lowe, 2003).

El NFkB es un factor
transcripcional que se encuentra normalmen-
te secuestrado por IkB en el citoplasma. Al
ocurrir una sefial de peligro para la célula,
IxB es fosforilado y luego ubiquitinado para
su ulterior degradacién por el proteosoma;
provocando la liberaciéon de NFxB y ulterior
traslado hacia el nicleo, donde interactia
con elementos de respuesta de los promo-
tores de los genes que estin bajo su regu-
lacién, entre los que estdn protefnas anti-
apoptéticas que actdan a nivel mitocondrial
(BclxL y Bfl-1), o bloquea la activacién de
las caspasas al promover la expresion de las
IAPs (Nakanishi y Toi, 2005; Karin, 2006).

La proteina Rb se encuen-
tra constitutivamente expresada en las células
animales y los cambios en su estado de fos-
forilacion determinan su funcién. En el ciclo
celular, Rb media la transicién de la fase G1
a S. Al inicio de la fase Gl1, Rb se encuentra
hipofosforilada (estado activo) y es capaz de
unirse al factor de transcripcién E2F, impi-
diendo la transcripcién de genes importantes
para la progresion del ciclo. Este equilibrio
se rompe cuando Rb es fosforilada por qui-
nasas dependientes de ciclinas y se separa
del E2F, iniciando la transcripcién de genes
importantes para el ciclo celular (Knudsen et
al., 2006). Rb también inhibe la transcrip-
cién mediada por E2F, de genes claves en
la apoptosis como Apafl y algunas caspasas
(Echevarria-Machado et al., 2002; DeGrego-
ri, 2004). En la apoptosis, la funcién de Rb
puede ser regulada a través de su degrada-
cion mediada por caspasas.

Principales efectores de la apoptosis

Caspasas. Las caspasas son proteinas al-
tamente conservadas en la naturaleza, pre-
sentes en organismos tan diferentes como
nemdtodos, insectos y mamiferos (Riedl y
Shi, 2004). Son esencialmente cistein-pro-

teasas aspartato-especificas, lo que signifi-
ca que son proteasas que poseen un ami-
noécido cisteina en su sitio activo y son
capaces de reconocer motivos de cuatro
aminodcidos contiguos en sus sustratos,
P4-P3-P2-P1, cortando el enlace peptidico
después del extremo C-terminal del resi-
duo (P1), que es generalmente un residuo
Asp (Shi, 2002). La preferencia hacia el
residuo en la posiciéon P4 varia entre di-
versos grupos de caspasas y eso contribu-
ye a su especificidad con respecto a cier-
tos substratos (Hawkins et al., 2000; Yan
et al., 2006).

Las caspasas son sintetiza-
das como zimdgenos, los que tienen un do-
minio regulador N-terminal que les confiere
una baja actividad enzimdtica y dominios
p20 y pl0 que conforman la enzima activa.

De acuerdo a su funcion,
las caspasas se clasifican en dos tipos: a)
caspasas iniciadoras que activan otras cas-
pasas aguas abajo y de esta forma se es-
tablece una cascada de caspasas que am-
plifica la sefial de inicio del programa de
muerte celular; y b) caspasas efectoras que
son capaces de inactivar una serie de enzi-
mas claves en la homeostasis celular como
la Poli-ADP ribosa polimerasa (PARP) vy,
por otra parte, son capaces de activar otras
proteinas pro-apoptéticas como CAD (Cas-
pase-activated DNase), al separarla de su
inhibidor ICAD (Hengartner, 2000; Stras-
ser et al., 2000).

Proteinas de la superfamilia Bcl-2. Como
se menciond, estas proteinas se caracterizan
por actuar a nivel mitocondrial, permitiendo
o impidiendo la liberacién de factores pro-
apoptéticos al citosol. Esta familia se divide
en tres grupos basados en parentescos tanto
estructurales como funcionales.

Los miembros de la sub-
familia Bcl-2, tales como Bcl-XL, Al, Bcl-
W y Mcll poseen actividad anti-apoptética
y estdn caracterizados por poseer cuatro do-
minios BH homdlogos a Bcl-2. Estas protei-
nas también poseen una cola hidrofébica en
su extremo C-terminal, que las ubican en la
superficie externa de la mitocondria y en el
reticulo endoplasmatico.

Los miembros pro-apop-
téticos de la superfamilia Bcl-2 se clasifican
en dos sub-familias, la de dominio unico
BH3 y Bax, la cual comparte tres dominios
BH con la sub-familia Bcl-2, ademas de su
cola hidrofébica. La familia antiapoptdtica
Bcl-2 la componen Bcl-2, Bcl-x y Bcl-w,
que son homoélogas e inhiben la apoptosis
en gran variedad tejidos y organismos. El
extremo C-terminal de estas proteinas las
dirige hacia la membrana citoplasmadtica de
la mitocondria y el reticulo endoplasmatico.
Bcl-2 siempre se encuentra como una pro-
tefna integral de membrana, mientras que
Bcl-w y Bcl-xp aparecen en respuestas a
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agentes citotoxicos. Todas poseen un surco
hidrofébico formado por cinco o-hélices
anfipdticas, que a su vez se encuentran al-
rededor de otras dos o-hélices centrales hi-
drofébicas. Este surco conforma los motivos
BHI, BH2 y BH3 e interactta con proteinas
de motivos BH3 a través de una o-hélice
en su motivo BH3 (Cory y Adams, 2002;
Walensy, 2006).

Subfamilia de proteinas con motivos BH3.
Los miembros de este grupo son fuertemen-
te expresados durante la apoptosis, como
respuesta a sefiales especificas durante el
desarrollo y dafio celular (Huang y Strasser,
2000). A excepciéon de Bid, se piensa que
todas las demds integrantes actian uniéndo-
se y neutralizando su contraparte apoptoti-
ca. Sin embargo, ninguno de los miembros
de esta familia puede producir apoptosis sin
la presencia de Bax y Bak, y por lo tanto
de otros integrantes que estin aguas arriba
de esta ruta.

La Subfubfamilia Bax. Bax y Bak estin am-
pliamente distribuidos en casi todos los teji-
dos, pero no asi Bok, mas relacionado con
el tejido reproductivo. La inactivacién de
Bak o Bax afecta pobremente la apoptosis,
mientras que la ausencia de ambas produce
efectos dramdticos en gran variedad de teji-
dos, lo que supone cooperacién entre ambos
miembros para poder mantener la respuesta
bajo un determinado estimulo.

Posibles mecanismos de accion
de los miembros del clan Bcl-2

Se ha sugerido que los
miembros de la superfamilia Bcl-2 pueden
actuar de muy diversas maneras (Hengart-
ner, 2000): a) A través de la formacién
de un canal que permite la salida al ci-
tosol de proteinas antiapoptdticas como el
Citocromo C. b) Por heterodimerizacién
entre los miembros anti- y proapoptéti-
cos de esta superfamilia, contrarrestando
asi el efecto de uno sobre el otro, en cuyo
caso la respuesta dependeria de la rela-
cién entre ellos. ¢) Mediante la regulacion
directa de caspasas a través del secuestro
de moléculas adaptadoras, como se ha
descrito en C. elegans. Si se considera a
Ced-4 como homélogo de Apaf-1 (presen-
te en humanos), algunos miembros de la
familia Bcl-2 podrian inhibir la actividad
de la holoenzima conocida como apopto-
soma, mediante la interaccién con protei-
nas mitocondriales tales como VDAC y
el transportador del nucledtidos adenosina
(ANT), generando un poro que permita la
salida del Citocromo C o que desestabi-
lice la homeostasis mitocondrial (como el
PTP; permeability transition pore). Final-
mente, d) por medio de su oligomeriza-
cién para formar un canal iénico pobre-
mente selectivo.
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La Muerte Celular Programada (MCP)
en las Plantas

En las plantas, la MCP es
el mecanismo por el cual se regula una serie
de procesos fisioldgicos que a continuacién
se revisan y juega un papel importante en
procesos como resistencia a condiciones am-
bientales desfavorables (carencia de nutrien-
tes, temperaturas extremas, hipoxia, estrés
oxidativo) y ataques de patdgenos.

Germinacion. Las semillas de las plantas
superiores concentran la energia necesaria
para el proceso de germinacion (Raven et
al., 1999). Estas reservas deben ser hidroli-
zadas para proporcionar el N, y C necesa-
rios en las primeras etapas de la vida de la
planta. En las monocotiledéneas como arroz
(Oryza sativa), maiz (Zea mays), trigo (Tri-
ticum aestivum), cebada (Hordeum vulgare)
y avena (Avena sativa) tales reservas se al-
macenan en el endospermo, rico en almi-
dén, que constituye la parte principal de la
semilla. Esta presenta una delgada capa de
células especializadas conocidas como estra-
to aleurdnico, las cuales estan situadas en la
periferia del endospermo y poseen reservas
peptidicas y lipidicas, asi como enzimas hi-
droliticas necesarias para la degradacién de
las reservas de almidén. Al contrario de las
células del endospermo, las del estrato aleu-
rénico estdn vivas y mueren mediante una
MCP durante la germinacién. Este proceso
estd controlado por fitohormonas; el acido
giberélico activa este tipo de muerte y la
hidrélisis de las reservas, mientras que el
4cido abscisico retrasa el proceso. La muer-
te de las células del sustrato aleurénico se
caracteriza por vacuolizacién, activacién de
nucleasas (y proteasas), y desaparicion de
organelos, culminando en una pérdida pre-
cipitada de la integridad de la membrana
plasmadtica (Fath et al., 2000). Ademds de
las caracteristicas antes mencionadas, Do-
minguez et al. (2004) mostraron que las cé-
lulas del estrato aleurénico que pasan por un
proceso de MCP generan tanto condensacion
de la cromatina como fraccionamiento inter-
nucleosomal del ADNg.

Crecimiento 'y diferenciacion. El extremo
apical de las raices estd provisto de una co-
fia de células muertas denominadas caliptra
que se renueva continuamente, protegiendo
el meristemo radical contra la abrasion en el
periodo de crecimiento de las raices, proceso
caracterizado por condensacién de la croma-
tina y fragmentacién de su material genético
(Wang et al., 1996). El ejemplo mejor carac-
terizado es el de Zinnia elegans durante la
diferenciacion de los elementos vasculares
(Fukuda, 2000), donde estos tltimos estan
conformados por células muertas, con la
pared celular en forma de tubos (Figura 1)
para mejorar el transporte de agua. La dife-
renciacién del procambium de los elementos

vasculares estd caracterizada por la entrada
de Ca* en la célula, la acumulacién de nu-
cleasas y proteasas, lo que culmina con el
colapso de las vacuolas. En ese momento se
liberan enzimas hidroliticas que degradan el
contenido celular, quedando solo un tubo va-
cio (Groover y Jones, 1999; Fukuda, 2000)

Reproduccion y desarrollo floral. La MCP
también puede determinar el sexo de las
plantas. La mayoria de las angiospermas son
hermafroditas, aunque ciertas especies tienen
sexo separado por planta. Otras especies,
como el maiz, tienen ambos sexos en la
misma planta, pero las estructuras reproduc-
tivas (gineceo y androceo) estdn ubicadas
en flores separadas (Wu y Cheung, 2000).
El meristemo apical puede dar lugar a los
cuerpos de los dos sexos, surgiendo la flor
unisexual como producto de la eliminacién
de uno de los dos. En las anteras, la pro-
duccion de granos funcionales de polen y su
dispersion se debe a la MCP del tapetum y
del stomium, respectivamente (Figura 1).

Fecundacion de las angiospermas. Cuando
un polen compatible se une al estigma, se
activa el desarrollo del tubo polinico y su
paso hasta el évulo es facilitado por la MCP
de las células vecinas del pistilo. Posterior-
mente, el tubo polinico penetra en el évulo
al abrirse paso entre las células del tegumen-
to que mueren concertadamente por MCP.
Tras la fertilizacion, otras células alrededor
del 6vulo también mueren y los pétalos de la
flor, que ya no son ttiles (convenientes para
atraer a los polinizadores), entran en senes-
cencia (Rubinstein, 2000). En el caso que un
polen incompatible se una al estigma, las cé-
lulas en el pistilo activan un tipo de MCP en
el tubo polinico, previniéndose de esta forma
la fecundacién (Stone et al., 2003; Newbigin
y Vierstra, 2003). Con tantos casos de MCP
implicados en el desarrollo de los cuerpos re-
productivos y del proceso de la fertilizacion,
no es sorprendente observar que las anoma-
lias en el mecanismo de MCP a este nivel
conlleven a la esterilidad vegetal.

Produccion de semillas. Este proceso requie-
re también de la muerte de tejidos, siendo el
caso del endospermo de los cereales el més
estudiado (Young y Gallie, 2000). Durante
la formacién de la semilla, la mayoria de las
células del endospermo mueren por MCP,
mientras que las de la capa externa (estra-
to aleurénico) mueren solamente durante la
germinacién (Figura 1). En este caso se ob-
serva la fragmentacion internucleosomal del
ADN. El etileno desempeiia un papel clave
en la activaciéon de la MCP en el endosper-
mo y el 4cido abscisico influye de manera
negativa en este proceso al interferir en la
biosintesis del etileno y, posiblemente, dis-
minuyendo la sensibilidad a esta fitohormo-
na (Young y Gallie, 2000; Mauch-Mani y
Match, 2005).
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Figura 1. Muerte celular programada (MPC) en angiospermas. Durante la germinacién, el estrato aleu-
rénico o los cotiledones (no mostrados) proporciona la energia para la MPC. Los elementos vasculares
y cofias de las raices estdn constituidas por células muertas de manera concertada. El meristemo apical
floral puede dar lugar a anteras o carpelos; en las especies con flores unisexuales como el maiz, uno de
éstos se desarrolla y el otro muere. En la flor femenina una megaespora haploide formara el gametofito,
las tres otras células mueren por MCP. En las anteras, el tapetum degenera para suplir la formacion del
polen y la muerte del stomium permite su dispersién. En la polinizacion, la llegada al pistilo de polen
incompatible causa la muerte del tubo polinico, mientras que un polen compatible causa crecimiento del
tubo, y su paso es facilitado por la muerte de las células vecinas. El tubo polinico entra al évulo por la
abertura resultante de la muerte de una de las dos células que lo rodean; después de la fecundacién, las
células antipodas también mueren. La produccién de la semilla implica MCP masiva en el endospermo.
En toda su vida (centro enmarcado) la MCP permite resistir ataque de patdgenos o adaptarse a la caren-
cia de nutrientes u O,. Basado en Buckner et al. (1998) y Wu y Cheung (2000).

Respuesta al estrés biotico y abidtico en las
plantas. En la medida que las hojas enve-
jecen, son menos eficaces para realizar la
fotosintesis e inician un lento proceso de
senescencia, caracterizado por pérdida de
la clorofila, reflejada en el color pardo de
las hojas, que culmina con la marchitez y,
a menudo, la abscisién de la hoja. A nivel
celular, la senescencia se caracteriza por el
rol de las vacuolas en la digestién progre-
siva de organelos. Los cloroplastos desapa-
recen primero, luego las mitocondrias y fi-
nalmente el nicleo (Munné-Bosch y Alegre,
2004). El proceso de senescencia puede ser
precedido por carencia de nutrientes (como
N, y C), asociada a la autofagia en cultivos
celulares (Aubert et al., 1996; Moriyasu y
Ohsumi, 1996).
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La adaptacién de las plan-
tas a las condiciones ambientales adversas
también manifiesta otros modelos tradiciona-
les de MCP. Por ejemplo, cuando las raices
carecen de O,, como sucede cuando el suelo
se inunda, las plantas sobreviven al fomentar
la formacién del aerénquima, un tejido poro-
so cuya funcién es facilitar el transporte del
O, del véstago a las células de la rafz. La
formacién del aerénquima implica la muerte
orquestada de células normales, dando lugar
a la formacién de cavidades que facilitan el
intercambio gaseoso mientras se reduce el
nimero de células que requieren O,. La hi-
poxia aumenta la produccion del etileno, que
induce la formacién del aerénquima; a nivel
celular, este tipo de muerte programada se
acompafia de una importante vacuolizacion

(Jones, 2001). De igual forma, otros tipos de
presiones externas, como tratamientos con
radiacion UV (Danon y Gallois, 1998), el
H,0, (McCabe et al., 1997, Desikan et al.,
1998; O’Brien et al., 1998), choque hiper-
térmico (McCabe et al., 1997; Fan y Xing,
2004), choque hipotérmico (Koukalovad et
al., 1997) o por activacién de iondforos de
Ca (McCabe et al., 1997, O'Brien et al.,
1998) han mostrado ser capaces de inducir
MCP en cultivos celulares de plantas.

Sin embargo, el caso de
MCP en plantas mds estudiado hasta el
momento es el que se conoce como res-
puesta hipersensible (RH; (Heath, 2000;
Lam et al., 2001). La RH se manifiesta en
plantas resistentes a patégenos virales, bac-
terianos o fiungicos. Las plantas tienen un
gen de resistencia R que se expresa en los
tejidos circundantes a la zona atacada por
un patdgeno, produce su muerte y restringe
la diseminacién de la infeccion. Asi, a pe-
sar de que las plantas no tienen un sistema
inmune sofisticado como los animales, han
desarrollado mecanismos de defensa sutiles
y eficaces, de los cuales la RH es quizas el
mas importante (Dangl y Jones, 2001; Seay
et al., 2006).

En conclusién, la MCP
es un mecanismo vinculado estrechamente
a todos los aspectos de la fisiologia de las
plantas. Sin embargo, la maquinaria molecu-
lar implicada en este tipo de muerte progra-
mada aun es poco comprendida.

Las Caspasas y Metacaspasas de Origen
Vegetal

En las plantas, el desen-
samblaje celular por MCP implica la acti-
vaciéon de una serie de proteasas. Conocida
la importancia que tienen las caspasas en
la apoptosis animal, no es sorprendente que
gran parte de los estudios de la MCP en
plantas esté dedicada a la bisqueda de sus
contrapartes estructurales y funcionales. El
andlisis de varios genomas de plantas (como
el de A. thaliana y algunas gramineas) ain
no ha reportado contrapartes vegetales de
las caspasas a nivel de secuencia de ami-
nodcidos. Sin embargo, varios trabajos han
demostrado la existencia de una actividad
proteolitica similar a caspasas, lo que es un
fuerte argumento para creer que este tipo de
proteina puede jugar un papel protegénico en
la MCP vegetal. (D'Silva et al., 1998; Sun et
al., 1999; Lam y del Pozo, 2000; Woltering
et al., 2002; Yu et el., 2004)

De igual forma, se ha
reportado la existencia de PARP con un
alto grado de conservacion tanto estructu-
ral como funcionalmente (Babiychuk et al.,
1998; Doucet-Chabeaud et al., 2001), y que
su procesamiento por las caspasas, tanto
exogeno (D’Silva et al., 1998; Sun et al.,
1999) como endégeno (Tian et al., 2000),
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ocurre también durante el transcurso de la
MCP en plantas.

La enzima del proce-
samiento vacuolar (VPE), que interviene
como agente ejecutor en plantas, es una
cistein-proteasa semejante a las caspasas,
con la que comparten importantes propie-
dades estructurales. La VPE se localiza en
la vacuola, mientras que las caspasas lo
hacen en el citosol. La MCP mediada por
vacuolas es Unica en plantas, ya que no se
ha observado en animales, probablemente
como consecuencia de la presencia de la
pared celular (Hara-Nishimura et al., 2005;
Hatsugai et al., 2006).

Las metacaspasas, por otro
lado, han sido consideradas como candidatas
de la regulacién y ejecucion de la MCP en
las plantas (Van der Hoorn y Jones, 2004).
Su estructura tridimensional tipo hemog-
lobinasa las agrupa en una superfamilia de
proteasas, junto a las caspasas, paracaspasas,
legumainas y gingipainas (Dietrich et al.,
1997; Uren et al., 2000).

Las metacaspasas se divi-
den en dos clases relativamente bien defi-
nidas. Las de tipo I, como las gingipainas,
se caracterizan por un prodominio con mo-
tivos repetidos ricos en prolina o glutami-
na (Dietrich et al., 1997). Varias de ellas
también tienen en su prodominio motivos
tipo “dedos de cinc” que se asemeja a la
proteina Isd-1, un inhibidor de la RH que
actia posiblemente como factor de trans-
cripcién (Uren et al., 2000). Las metacas-
pasas del tipo II, encontradas solamente en
plantas, no contienen prodominio sino una
extension del extremo C-terminal de ~200
aminodcidos.

Otras Proteasas

Adicionalmente, otras cla-
ses de proteasas pudieran tener un papel pro-
tagénico en el desarrollo de la MCP en plan-
tas; sin embargo, aun no se comprende bien
su mecanismo de accién. En primer lugar,
las cistein proteasas (diferentes a las caspasas
y metacaspasas) como la familia de la pa-
paina (Beers et al., 2000) y las fitocalpainas,
son dependientes de Ca. Las fitocalpainas
han sido encontradas en varios tipos de plan-
tas, tanto angiospermas como gimnosper-
mas, halldndose solo una por especie hasta
el momento (Ahn et al., 2004; Grudkowska
y Zagdanska, 2004). De estos dos grupos de
proteasas, las fitocalpainas tienen un parti-
cular interés debido a la implicacion de sus
contrapartes animales en la apoptosis.

Las serin proteasas tam-
bién han sido asociadas a varios modelos de
MCP. Entre las enzimas con una actividad
similar a la tripsina y de la superfamilia de
las subtilisinas estdn las halladas en plantas
como Arabidopsis y Lycopersicon. Asimis-
mo, otras serin proteasas importantes en la
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apoptosis, como Omi/HtrA, han sido encon-
trados en plantas por homologia de secuen-
cia (Koonin y Aravind, 2002), aunque su
expresion y funcién no ha sido comprobada.
Coffeen y Wolpert (2004)
lograron purificar dos proteasas implicadas
en la MCP en plantas. Sus estudios mostra-
ron que estas proteasas, a pesar de presentar
una actividad similar a caspasas, contienen
en el sitio activo un residuo de Ser, por lo
que definieron a estas proteinas como saspa-
sas (serin-proteasas aspartato especificas).
En plantas solo se ha po-
dido hallar un tipo de aspartil proteasas co-
nocidas como fitepsinas. Estas se sintetizan
en forma de propéptidos, similar a las as-
partil proteasas bacterianas y a la Catepsina
D, asociadas a ejemplos de MCP en anima-
les (Beers et al., 2000). Varios trabajos han
relacionado el sistema ubiquitina-proteasoma
como regulador de la MCP en plantas (Kim
et al., 2003; Newbigin y Vierstra, 2003); sin
embargo, los mecanismos implicados y su
papel fisiolégico no estdn todavia claros.

Nucleasas

La degradaciéon coordina-
da del material genético a través de la ac-
tivacion de nucleasas especificas constituye
uno de los caracteres mds distintivos durante
la MCP. En el reino vegetal se conocen dos
clases importantes de endonucleasas (de-
pendientes de Zn?** y de Ca?*), muchas de
las cuales han estado asociadas a la MCP
(Sugiyama et al., 2000). Por ejemplo, Ito y
Fukuda (2002) observaron que la nucleasa
proveniente de Zinnia elegans (ZENI) es la
enzima que se encarga de la fragmentacion
del ADN durante la diferenciacion de los
elementos vasculares.

En células animales la en-
donucleasa G y AIF son liberadas del es-
pacio intermembranal de las mitocondrias
hacia el ntcleo, causando la degradacién del
ADNg, independientemente de las caspasas.
Estas proteinas se encuentran igualmente
conservadas en las plantas, lo que las hace
candidatas para la misma funcién en el reino
vegetal. Apoyando esta idea, recientemente
se reportd la existencia de dos tipos de acti-
vidad de DNasa dependientes de Mg?* en el
espacio intermembrana de mitocondrias de
Arabidopsis thaliana (Balk et al., 2003). La
primera actividad gener6 fragmentos grandes
de ADN de aproximadamente 30kpb, indu-
ciendo condensacién de la cromatina (simi-
lar a AIF), mientras que la segunda requirié
la contribucién de algin factor citosdlico
para generar fragmentacion internucleosomal
del ADNg, de manera similar a la endonu-
clesa G. Estos hallazgos apoyan la idea que
durante la MCP en plantas, al igual que en
animales, la fragmentacién del ADN ocurre
en dos etapas. No obstante, estas proteinas
no han podido ser estudiadas directamente.

Rutas de Sefalizacion y su Regulacion

A pesar que en la actua-
lidad hay abundante informacién sobre las
rutas y los reguladores por lo cuales se lleva
a cabo la MCP en animales, en las plantas
estos conocimientos son pobres. La busque-
da de posibles semejanzas entre este tipo de
muerte y la apoptosis ha permitido esbozar
rutas de seflalizacion comunes, pero la iden-
tificacién de las proteinas implicadas en ellas
ha sido un trabajo poco fructifero.

Las fitohormonas influ-
yen y controlan pricticamente todos los
aspectos de la fisiologia vegetal (Raven et
al., 1999). La respuesta ante las diferentes
fitohormonas es compleja y varfa de un
tipo celular a otro, debido principalmente a
la sensibilidad diferencial a estos compues-
tos. Se conoce desde hace tiempo que el
etileno induce la senescencia, la abscision
y la diferenciacion del aerénquima (Oraez
y Granell, 1997). La muerte del sustrato
aleurénico durante la germinacién repre-
senta el modelo mejor conocido de control
hormonal de la MCP en plantas; el 4cido
giberélico induce este proceso, mientras
que el 4cido absisico lo retrasa. Igualmente,
el 4cido salicilico es un compuesto fenélico
con un papel importante en los mecanismos
de defensa en las plantas (Alvarez, 2000;
Halim et al.,, 2006). Finalmente, el 4cido
jasmonico también ha sido asociado con la
activacion del mecanismo de defensa en las
plantas (RH). Sin embargo, los mecanismos
moleculares implicados en la regulacién de
la MCP por las fitohormonas siguen siendo
desconocidos (Lam, 2004).

Por otro lado, se ha espe-
culado que los productos de los genes R se
ubican aguas arriba en las rutas que llevan
a la MCP (Shirasu y Schulze-Lefert, 2000).
El clonamiento y la caracterizacién de estos
genes y el acceso a los genomas de plan-
tas, han permitido revelar que su estructura
general estd muy conservada, siendo su di-
versidad adjudicada al patégeno que reco-
nocen (Dangl y Jones, 2001). La mayor de
las familias de genes R es llamada NB-LRR
y codifica proteinas generalmente citoplds-
micas compuestas de una regién de unién
a nucledtidos (NB; nucleotide binding) y
una regién de repeticiones ricas en leucina
(LRR; lucine-rich repeats). Es de interés
que estas proteinas son estructuralmente si-
milares a otras que tienen un papel conocido
en la apoptosis, tal como Apaf-1/CED-4, asi
como la presencia de dominios de muerte
tipo CARD (caspase recruiment domain).
CED-4/Apaf-1 representa uno de los compo-
nentes del complejo ternario llamado apop-
tosoma, que es producto de sefales extrace-
lulares que conllevan a la activacién de las
caspasas y, por ende, de la MCP. Este tipo
de proteinas se unen en pentdmeros con el
nombre de motivo AP-ATPasa y se encuen-
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tra en varios organismos procariotas, lo que
sugiere un origen ancestral comtn (Dangl y
Jones, 2001; Koonin y Aravind, 2002).

Asimismo, las especies
reactivas de O, (ROS) también son reco-
nocidas como elementos significativos de
la sefializacion en varios modelos de MCP
en plantas (Neuenschwander, 1995; Rao et
al., 1996; Delledonne et al., 2001; Fath et
al., 2002; Pillinen et al., 2002; Zhang et
al., 2004). En condiciones normales existen
mecanismos celulares que evitan la acumu-
lacién accidental de H,O, y sus efectos no-
civos, pero una gran variedad de estimulos,
tanto bidticos como abidticos, incrementa la
producciéon de este compuesto. La exposi-
cién al H,0O, causa varias respuestas celula-
res, como la activacion de MAPK quinasas,
aumento o represion de la transcripcién de
varios genes, la entrada de Ca’* a la célula,
aumento en la produccién de NO, asi como
la acumulacién de 4cido salicilico y etileno
(Oqawa et al., 2005). Los mecanismos im-
plicados no estan del todo dilucidados.

Otra caracteristica comun
entre plantas y animales observada durante
la MCP es la liberaciéon de Citocromo C al
citoplasma (Sun et al., 1999; Pasqualini et
al., 2003). Tiwari et al. (2002) mostraron
que en cultivos celulares de Arabidopsis, la
exposicién corta a una alta concentracién de
H,0,, o una més prolongada a bajas concen-
traciones, causa un aumento en la produc-
cién de especies reactivas de oxigeno via
una aceleraciéon en la cadena respiratoria,
trayendo como consecuencia una pérdida de
ATP, liberacién de citocromo C de la mito-
condria y finalmente la muerte celular. La
induccién de la MCP por calor en cultivos
de pepino produjo la salida de Citocromo C
hacia el citoplasma (Balk et al., 1999). La
liberacién de Citocromo C de las mitocon-
drias tanto en animales como plantas sugie-
re que es un evento conservado durante la
evolucion y probablemente derivado de un
ancestro comun.

Los Reguladores en la MCP en Plantas

Hasta la fecha se han ca-
racterizado varios mutantes con una inade-
cuada MCP, particularmente los relacionados
con la RH (Heath, 2000). Mutaciones en los
genes LSD de A. thaliana y MLO de H.
vulgare generan plantas con un fenotipo si-
milar a la RH, sin necesidad de interaccion
con algin patégeno. Ambos genes han sido
reportados en monocotiledéneas y en dicoti-
ledéneas, siendo especificos para las plantas.
Aunque se conocen ciertas caracteristicas
de las proteinas codificadas por estos genes,
su modo de accién atn estd por dilucidarse
(Lam, 2004).

Con respecto a las protei-
nas de la superfamilia Bcl-2, no se han en-
contrado sus contrapartes en el reino vege-
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tal. Sin embargo, varios reguladores de esta
familia han mostrado su funcionalidad en
plantas. Por ejemplo, Mitsuhara et al. (1999)
evidenciaron que plantas de tabaco que ex-
presan de manera heterdloga las proteinas
antiapoptéticas Bel-XL o Ced-9 son resisten-
tes a la MCP inducida por UV o por el vi-
rus del mosaico del tabaco (TMV). Lacom-
me y Santa Cruz (1999) utilizaron el mismo
modelo experimental y mostraron que la
expresion heterdloga de Bax era capaz de
causar lesiones similares a las que ocurren
durante la RH. Dickman et al. (2001) de-
mostraron que plantas de tabaco que expre-
san proteinas antiapoptéticas como Bcl-XL,
Ced-9 o Op-IAP eran resistentes a varios
patégenos fingicos. Chen y Dickman (2004)
mostraron que los genes Bcl-2, BclxL y
CED-9 al ser expresados en N. tabacum son
capaces de localizarse en el cloroplasto, ade-
mas de la mitocondria como cabria esperar,
observando también que dichas lineas trans-
génicas eran resistentes a herbicidas cloro-
plasto-especificos.

Otra prueba indirecta de
la existencia de este tipo de proteinas en
plantas es el hallazgo de Bi-1 (Bax inhibitor-
1) en O. sativa (OsBI-1) y en Arabidopsis
(AtBI-1), capaz de prevenir la MCP inducida
por Bax en levaduras (Kawai et al., 1999;
Sanchez et al., 2000).

Todos estos hallazgos cons-
tituyen fuertes evidencias acerca de la exis-
tencia de las contrapartes vegetales de estas
proteinas, asi como del papel regulador de la
mitocondria y otros organela propios de las
plantas como son los cloroplastos.

Regulacién transcripcional

En las plantas se han en-
contrado secuencias muy similares a las que
codifican protefnas con roles importantes en
la regulacién transcripcional de la apoptosis,
tales como Rb y p53. Con respecto a los ho-
mologos vegetales de la proteina retinoblas-
toma (Rb), varios estudios in vitro han mos-
trado su similitud funcional como proteina
reguladora (Echevarria-Machado ef al, 2002;
Park et al., 2005).

Por otro lado, se aisl6 un
gen (NIM1) de A. thaliana que codifica para
una proteina homologa a Ik-B3, la cual apa-
rentemente exhibe funciones similares a las
ya conocidas para esta proteina en el proce-
so apoptético. El gen MINI es regulador de
la produccién de dcido salicilico e inductor
de la expresién de genes relacionados con la
patogénesis y resistencia adquirida (Weigel
et al., 2005). Esto constituye una prueba in-
directa sobre la existencia en el reino vegetal
de otro de los reguladores claves de la apop-
tosis, como es NFkB (Ryals et al., 1997).

En conclusién, la MCP es
esencial y ubicua, tanto en animales como
en plantas. Aunque ciertos reguladores y

efectores de la apoptosis aun no han sido
encontrados en plantas, existen similitudes
morfoldgicas, bioquimicas y funcionales que
sugieren que la MCP es un proceso muy
conservado en la evolucién. Se puede inferir,
a partir de la evidencia presente en la litera-
tura, que ciertas vias que operan en la MCP
estdn funcionalmente conservadas entre el
reino animal y el vegetal, y en algunos ca-
sos los reguladores vegetales pueden produ-
cir iguales efectos en los animales y vice-
versa. Todavia resta por identificar las par-
ticularidades de los mecanismos de accién
que seguramente existen en ambos reinos,
donde la gendémica funcional, al igual que la
protedmica comparada, apenas comienza a
jugar un papel muy importante.
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PROGRAMMED CELL DEATH IN PLANTS: IT IS SIMILAR TO “APOPTOSIS” IN ANIMALS?
Yornayser Pérez Delgado, Ivan Galindo Castro and Francisco Arvelo

SUMMARY

Programmed cell death (PCD) is essential to maintain tissue
homeostasis in many forms of life. As in animals, in plants PCD
is the mechanism whereby a series of physiological processes,
such as germination, differentiation, growth, reproduction and
seed development, are regulated. PCD plays a key role in other
processes such as resistance to unfavorable environmental condi-
tions. Unlike animal models, PCD in plants has been scarcely
described at molecular level, which has given rise to controversy

about the parallelism between this type of PCD and the process
known as apoptosis in animals. Nevertheless, evidences have
come forth lately that allow to conclude that apoptosis occurs in
plants as well. In this review, recent findings in this area in the
plant kingdom are analyzed, which throw light on the modula-
tion of the plant response against a diverse biotic and abiotic
stress agent, paving the way for their use in genetic improvement
programs for strategic crops.

A MORTE CELULAR PROGRAMADA NAS PLANTAS: E SEMELHANTE A “APOPTOSE” EM ANIMAIS?

Yornayser Pérez Delgado, Ivan Galindo Castro e Francisco Arvelo

RESUMO

A morte celular programada (MCP) é essencial para manter
a homeostase tissular em muitas formas de vida. Nas plantas,
de igual forma que nos animais, a MCP é o mecanismo pelo
qual se regulam uma série de processos fisiologicos tais como a
germinagdo, diferenciacdo, crescimento, reprodugdo e desenvol-
vimento de sementes. A MCP também tem um papel importante
em outros processos como o de resisténcia a condi¢oes ambien-
tais desfavordveis. Diferentemente dos modelos animais, a MCP
em plantas é pouco descrita no nivel molecular, o que hd gerado
debates sobre o paralelismo entre este tipo de morte programada

e o processo conhecido em animais como apoptose. No entanto,
nos ultimos anos tem surgido evidéncias importantes que per-
mitem concluir que nas plantas existe tal processo. Nesta revi-
sdo se analisam descobertas recentes no reino vegetal para esta
drea, que comecam a vislumbrar elementos chave sobre a modu-
lagcdo da resposta da planta diante de muitos diversos fatores de
estresse, tanto bidtico como abidticos e abrindo, além disso, a
possibilidade de utilizd-los em programas de melhoramento ge-
nético de itens agricolas estratégicos.
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