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RESUMEN 

Las mitocondrias de diversas especies vegetales presentan un Poro de Transición 

de la Permeabilidad (PTP) mitocondrial que al abrirse ocasiona la muerte celular. El 

PTP se activa por estímulos de estrés abiótico y es inhibido con ligandos de 

ciclofilinas. A pesar de ser un fenómeno relativamente estudiado, la composición 

molecular del PTP es motivo de constante debate. En el presente trabajo de tesis 

se evaluó la probable participación de la ciclofilina AtCyp21-3 (Ciclofilina de 

Arabidopsis thaliana tipo 21) como componente del PTP inducido por radiación 

ultravioleta tipo C (UV-C) y estrés térmico en una cepa de Arabidopsis thaliana 

silvestre (WT) y otra mutante isogénica carente de la ciclofilina AtCyp21-3.  

Los resultados indican que la supresión de la AtCyp21-3 no afecta el potencial de 

membrana mitocondrial, pero confiere menor sensibilidad al estrés por radiación 

UV-C. Adicionalmente se observó que la cepa carente de AtCyp21-3 es más 

sensible al estrés térmico. Lo anterior nos lleva a postular que la carencia de la 

ciclofilina AtCyp21-3 inhibe la apertura del PTP inducido por radiación UV-C, pero 

no por estrés térmico.  

 

 

 

 



6 

 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio. 

El género Arabidopsis comprende nueve especies, entre las cuales podemos 

encontrar a A. thaliana. Esta es una planta pequeña de la familia Brassicaceae, y 

principalmente se puede encontrar en Europa, Asia y América del Norte, sin 

embargo, por su gran versatilidad A. thaliana tiene una distribución mundial (Al-

Shehbaz & O’Kane, 2002). 

El uso de A. thaliana como modelo de estudio en laboratorios de genética y biología 

molecular es muy común, ya que trabajar con esta planta supone numerosas 

ventajas, entre las que destacan su tamaño pequeño (aproximadamente 20 cm), 

rápido desarrollo (3 a 4 semanas) y la posibilidad de obtener cientos de semillas por 

planta (20 a 30 semillas por flor) (Grundmann, Kim, & Wong, 2013). Existen 

numerosos estudios con A. thaliana que datan del siglo pasado. Sin embargo, su 

utilización aumentó considerablemente desde hace dos décadas cuando su 

genoma compuesto por 5 cromosomas fue secuenciado (Kaul et al., 2000). Lo 

anterior contribuyó significativamente al desarrollo de los estudios moleculares de 

modelos vegetales y otras disciplinas afines (Relichova, 1998). A. thaliana puede 

crecer en diferentes entornos ambientales tales como incubadoras, invernaderos e 

incluso en exteriores. Para los medios de crecimiento se emplean sustratos (suelo), 

mezclas comerciales de invernadero, vermiculita e incluso soluciones nutritivas 

como medio Murashige Skoog (MS) y cajas Petri con agar (Murashige & Skoog, 

1962).  

Este modelo vegetal permite realizar experimentación en sus diversos estados de 

crecimiento: desde semillas, plántulas, raíces, hojas y también en la planta madura. 
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Esto ha derivado en un impresionante conjunto de descubrimientos que han 

permitido implementar técnicas avanzadas de transformación genética. Por 

ejemplo, la transformación de A. thaliana por la técnica de “inmersión floral” es 

comúnmente utilizada para generar variantes transgénicas o para interrumpir las 

secuencias codificantes de genes de interés (Clough & Bent, 1998). Con esto se 

han generado colecciones de líneas con sobrexpresión o eliminación, disponibles 

en sistemas de distribución en línea (www.arabidopsis.org) (Tonsor et al., 2005). 

A. thaliana tiene la capacidad de autofertilizarse. Por lo anterior, existen múltiples 

líneas endogámicas de evolución paralela, las cuales son prácticamente 

homocigóticas. Esto llevó posteriormente a considerar estas plantas como 

“ecotipos”, refiriéndose a poblaciones de la misma especie, pero adaptadas a sus 

condiciones ambientes locales o específicas de crecimiento (Mondragón, 2019). Es 

importante destacar que actualmente el estudio y análisis molecular de la variación 

genética natural o dirigida no sólo funciona para la correlación entre funciones de 

genes conocidos, sino también para el descubrimiento de nuevos (Shindo et al., 

2007).  

Actualmente es posible obtener pistas sobre la función o participación de los 

transcritos o productos proteicos en la fisiología de A. thaliana a través de la 

mutagénesis en laboratorio (genética reversa), seguida de observaciones 

fenotípicas variables asociadas a la activación o desactivación de genes de interés. 

Esto ha llevado a dilucidar diversos genes responsables de vías metabólicas 

importantes o indispensables para esta planta (Tonsor et al., 2005). 

http://www.arabidopsis.org/
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A. thaliana ha proporcionado información sumamente valiosa en muchos aspectos 

de la biología moderna, los cuales puedes ser válidos en otros modelos o especies 

vegetales. Por ejemplo, el crecimiento y desarrollo de una planta no lleva un plan 

estrictamente definido, ya que estos organismos están comúnmente expuestos a 

interacciones con el ambiente, lo que genera modificaciones en la expresión de 

productos génicos. A este fenómeno se le conoce como “plasticidad fenotípica” y se 

define como la capacidad de un organismo de producir diferentes fenotipos en 

respuesta a cambios en el ambiente (Robinson, 1994). Para que una planta crezca 

con un desarrollo óptimo en términos de su reproducción, adecuación y evolución, 

es necesario considerar un gran número de factores ambientales como la 

temperatura, luz (fotoperiodos), humedad, concentración de O2 y CO2 en el aire, 

disponibilidad de agua en el suelo, salinidad y presencia de contaminantes, entre 

otros (Mondragón, 2019; Weigel, 2012).  

Una ventaja de usar A. thaliana como modelo de estudio es la posibilidad de 

monitorear la expresión de diversos genes con el uso de protoplastos aislados del 

mesófilo. Esto permite llevar a cabo análisis para conocer a detalle procesos como 

la regulación de vías de señalización, mecanismos celulares de síntesis de pared 

celular, división celular, embriogénesis, actividad fotosintética o mitocondrial, así 

como fenómenos de transporte, entre otros. Para poder realizar experimentos con 

estos modelos celular es necesario aislar a los protoplastos íntegros con la ayuda 

de tratamientos enzimáticos (por ejemplo, celulasa y pectinasa) que eliminan la 

pared celular (Mathur et al., 1995; Yoo et al., 2007). 
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1.2 El estrés abiótico y la muerte celular en plantas 

El estrés se puede definir en forma general como cualquier factor, elemento o 

agente potencialmente desfavorable para al desarrollo de los seres vivos (Yepes, 

Adriana & Silveira Buckeridge, 2011). Este a su vez es capaz de generar un cambio 

o disminución en el desempeño fisiológico, metabólico y molecular. Si el estímulo 

es de magnitud no tolerable, este genera muerte celular y posiblemente muerte del 

organismo (Mondragón, 2019; Yepes, Adriana & Silveira Buckeridge, 2011). Los 

factores ambientales influyen de manera importante en la homeostasis de los 

organismos ya que existe una estrecha relación entre los flujos de energía y de 

materia, lo que posteriormente genera una respuesta por parte del sistema biológico 

(Yepes, Adriana & Silveira Buckeridge, 2011). Una vez que el modelo de estudio se 

expone a estímulos negativos durante minutos, horas o incluso de días, el 

desempeño fisiológico de este se puede afectar, generalmente alterando el 

metabolismo general de la planta. Posteriormente a su exposición, la planta entra 

en un periodo fisiológico de recuperación gradual, aclimatándose y adaptándose a 

procesos de compensación homeostática (Mondragón, 2019; Yepes, Adriana & 

Silveira Buckeridge, 2011).  

Hay estudios que demuestran el efecto de la sobrexpresión de algunos genes de 

plantas en animales, relacionados a la muerte celular programada (Danon et al., 

2000). En estos estudios se ha demostrado que la expresión heteróloga de genes 

de plantas en animales ocasiona el mismo fenotipo de muerte celular, sugiriendo 

que -a pesar de sus diferencias- las plantas y animales pueden compartir vías 

responsables de la muerte celular (Danon et al., 2000). 
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Cuando una célula se enfrenta a estrés ambiental, se pueden desencadenar 

reacciones de muerte celular programada (apoptosis), muerte por necrosis o muerte 

inducida por otras células. En este sentido existen reportes enfocados en el diseño 

de estrategias que contrarresten la muerte celular en un contexto de estrés abiótico 

(Danon et al., 2000). Un blanco de especial relevancia en la modulación de la muerte 

celular programada o incluso en la muerte por necrosis es la mitocondria (Danon et 

al., 2004; Gao et al., 2008).  

Al someter una planta a estrés, se pueden observar efectos, como crecimiento 

alterado o la inducción de hojas cloróticas. Sin embargo, existen otros como la 

floración temprana, que -aunque parezca contradictorio- es una respuesta común, 

ya que permite la supervivencia de la especie generando descendencia. En estos 

procesos, las mitocondrias pueden fungir como un importante centro de 

señalización (Liberatore et al., 2016).  

En todos los organismos multicelulares, se ha medido la muerte celular programada 

o apoptosis cuando las células se autodestruyen al ser dañadas o como parte de su 

desarrollo normal, proceso que está bien definido en células animales (D’Arcy, 

2019). Aunque en plantas también existen varios tipos de programas de muerte con 

características similares (Van Doorn et al., 2011). Es posible diferenciar el tipo de 

muerte celular programada que experimenta una célula de acuerdo a criterios 

morfológicos tales como condensación de cromatina, núcleo y fragmentación celular 

(Tower, 2015). Otra característica de la apoptosis es la degradación del ácido 

desoxirribonucleico (DNA) en patrones “escalonados”, lo cual puede ser observado 

como fragmentos de DNA oligosomal en múltiplos de 180 pb, debido a la expresión 

de una DNasa activada por caspasas al activarse la apoptosis (Danon & Gallois, 
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1998). En modelos vegetales también se ha encontrado el mismo proceso 

“escalonado” de degradación de DNA al ser sometido a diferentes tipos de estrés, 

sugiriendo que la muerte celular programada de la planta (apoptosis vacuolar) y la 

apoptosis animal podrían compartir algunos componentes (Danon & Gallois, 1998; 

Van Doorn et al., 2011). Actualmente se han identificado muchos genes implicados 

en la apoptosis, sin embargo, se siguen buscando a sus homólogos vegetales, para 

poder entender los puntos de convergencia o divergencia de los procesos en ambos 

tipos de eucariontes (Danon et al., 2004). Por esta razón se busca establecer 

modelos vegetales en los cuales estos procesos puedan ser estudiados a nivel 

molecular e inducidos para su estudio y manipulación en plantas y protoplastos.  

1.2.1 Estrés térmico 

Entre las principales variables que afectan a la distribución y productividad de las 

plantas podemos encontrar a la temperatura (Sage & Kubien, 2007). Las variaciones 

en la temperatura durante el año generan fluctuaciones en procesos fisiológicos en 

todas las escalas temporales y espaciales. Entre estos procesos figuran el 

crecimiento, estructura y arquitectura de las hojas, así como la profundidad y 

plasticidad de las raíces, etc. Por lo anterior, la temperatura puede fungir como una 

verdadera limitante del desarrollo y supervivencia de la planta (Sage, 1990; Yepes, 

Adriana & Silveira Buckeridge, 2011). Las plantas terrestres tienen temperaturas 

óptimas de crecimiento entre 5° y 40°C en sus respectivos ecosistemas. De igual 

forma, la fotosíntesis también tiene rangos de temperatura óptima bien definidos 

para cada especie (Sage & Kubien, 2007). 

Actualmente hay una gran variedad de estudios enfocados en comprender la 



12 

 

respuesta de plantas a estrés térmico. En algunos de estos estudios se ha detectado 

la sobrexpresión de algunas proteínas del choque térmico (HSP), que son proteínas 

inducidas transcripcionalmente tras la exposición a calor moderado y presentan 

funciones como chaperonas (Vacca et al., 2006). Este tipo de proteínas pueden 

contrarrestar los problemas causados por el mal plegamiento y agregación de 

diversas proteínas. Las HSP son típicamente sobrexpresadas como mecanismo de 

adaptación a entornos estresantes y protegen a las plantas de las altas 

temperaturas. Sin embargo, las HSP son genéticamente complejas pues no siempre 

se expresan en condiciones de estrés y su presencia involucra muchos cambios en 

el organismo. Las manifestaciones de estas respuestas incluso pueden variar entre 

los diversos ecotipos de A. thaliana (Queitsch et al., 2000). Adicionalmente, cada 

familia de proteínas de choque térmico tiene un mecanismo de acción único (Tonsor 

et al., 2005). Algunos ayudan a la degradación de proteínas mal plegadas (mediada 

por el proteosoma); otros se unen a intermediarios plegables de diferentes tipos, 

evitando que se agreguen (Hsp70 y Hsp60) y otros más promueven la 

renaturalización de proteínas que ya se agregaron (Queitsch et al., 2000; Tonsor et 

al., 2005). 

Como se mencionó anteriormente, la temperatura juega un papel muy importante 

en el crecimiento y desarrollo de una planta. Su papel se refleja en el éxito 

reproductivo de las especies, pues afecta directamente al rendimiento de los 

cultivos. Lo anterior indica que la capacidad de poder soportar el estrés térmico -

aunado a estrés hídrico- puede tener gran relevancia en la productividad de la 

industria agrícola (Queitsch et al., 2000). 
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1.2.2 Estrés por radiación ultravioleta tipo C (UV-C) 

La luz solar es la fuente de energía para el proceso fotosintético. Este promueve la 

apertura estomática y el consecuente aumento en la tasa de difusión de CO2. Sin 

embargo, un elevado índice UV puede producir daño en el aparato fotosintético, el 

cual constantemente se asocia a condiciones de sequía y/o temperaturas extremas 

(Huseynova et al., 2016). Si el estrés por radiación UV es excesivo, las plantas 

pueden morir por procesos generalizados de apoptosis y otros tipos de muerte 

celular (Danon & Gallois, 1998; Danon et al., 2004; Van Doorn et al., 2011). 

La radiación UV puede atacar diferentes aspectos de la planta, principalmente a 

nivel de DNA, proteínas y membranas. La radiación UV se divide en UV-C 

(longitudes de onda inferiores a 280 nm), UV-B (280-320 nm) y UV-A (320-390 nm). 

La radiación UV-C no es fisiológicamente relevante para las plantas, ya que el O3 

en la estratosfera de la tierra la bloquea en gran medida. Sin embargo, sus 

fotoproductos de DNA son similares a los obtenidos al exponerse a radiación UV-B, 

que si alcanza la superficie de la tierra. Por lo anterior, es común encontrar estudios 

en donde se utiliza la radiación UV-C para el estudio de respuestas fisiológicas 

relevantes al daño de DNA (Danon & Gallois, 1998; Jansen et al., 1998; Martin & 

Cotter, 1991). Las plantas requieren luz para la fotosíntesis, por lo tanto, tuvieron 

que desarrollar estrategias para protegerse de los daños ocasionados por la 

radiación UV. Entre estos daños figuran los sistemas de reparación del DNA, los 

cuales son sumamente eficientes para contrarrestar los aductos formados en el 

material genético (Jeon et al., 2013). Cuando la radiación es mayor (elevados 

índices de luz UV), se presentan alteraciones a nivel mitocondrial (pérdida del 

potencial de membrana) que desencadenan la muerte celular (Danon & Gallois, 
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1998; Gao et al., 2008; Jansen et al., 1998). Específicamente, la radiación UV 

ionizante produce especies reactivas de oxígeno (ROS) y muerte celular 

programada en protoplastos, además dicho estímulo induce la pérdida del potencial 

transmembranal mitocondrial. Posteriormente, las mitocondrias se aglomeran en 

diferentes lugares dentro del citoplasma en donde presentan una disminución en 

sus características dinámicas y energéticas (Gao et al., 2008). 

1.2.3 Evaluación de la respuesta a estrés abiótico 

Una forma muy común de poder evaluar la respuesta de las plantas a diferentes 

estímulos de estrés biótico o abiótico es estudiando su variación fenotípica. Esta se 

define como la distribución o rango de rasgos morfológicos, fenológicos, 

bioquímicos y de desarrollo dentro y entre taxones individuales (Diaz et al., 2005; 

Kalisz & Kramer, 2008). Dicha variación fenotípica se puede manifestar de 

diferentes formas, tales como la presencia de órganos repetidos (por ejemplo, tallos 

múltiples) en la misma planta, hasta diferencias fenotípicas entre especies o 

géneros. Hay estudios en los que se han encontrado altas variaciones entre 

especies y poblaciones de plantas. Estas variaciones pueden ser desde sutiles 

hasta dramáticas. Las mutaciones naturales son la fuente principal de variación 

fenotípica. Sus causas generalmente son muy complejas, ya que pueden ser 

inducidas por cambios genéticos o por factores ambientales en la epigenética de la 

planta, lo cual puede modificar el metabolismo y sus condiciones de desarrollo 

(Kalisz & Kramer, 2008). 

Una forma de evaluar la muerte celular es la senescencia de las hojas, la cual es un 

proceso altamente organizado, bien regulado e imprescindible para el desarrollo de 

la vida de la planta. Durante su crecimiento, las hojas verdes acumulan nutrimentos 
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e inducen la movilización y reciclaje de estos a las semillas. Por esta razón, el 

envejecimiento o estrés puede inducir la senescencia de las hojas. La etapa final de 

este proceso es la muerte celular, la cual se regula hasta reciclar los nutrimentos de 

las hojas (Diaz et al., 2005; Hörtensteiner & Feller, 2002). 

El crecimiento y senescencia foliar son procesos complejos caracterizados por 

fuertes variaciones espaciales y temporales que están controladas por numerosos 

factores endógenos y exógenos (Diaz et al., 2005). Entre los primeros síntomas de 

la senescencia se encuentra la degradación de la clorofila en hojas (por disminución 

en la fotosíntesis y en carbohidratos). Esta es relativamente fácil de detectar con la 

formación de zonas amarillentas en las hojas, las cuales llamaremos zonas 

“cloróticas” en el presente trabajo. Existen diversos procesos de degradación una 

vez que la senescencia comienza a tomar lugar, tales como la degradación de 

proteínas (hasta el 75% de las proteínas que se encuentran en el cloroplasto se 

degradan y movilizan). Adicionalmente se da la degradación de diversos transcritos, 

la movilización de nutrimentos (azufre, fósforo, iones metálicos y minerales) y el 

metabolismo acelerado de los lípidos de membrana. Estos procesos catabólicos 

producen deficiencias en la integridad estructural y funcional de la planta. 

Generalmente para monitorear la senescencia respecto al tiempo se utilizan 

marcadores como la fluorescencia de la clorofila o cambios en los patrones de 

expresión génica, indicando degradación de macromoléculas y movilización de 

nutrientes (Diaz et al., 2005; Wiese et al., 2007). 

Las plantas comúnmente logran perdurar ante condiciones de estrés mediante el 

desarrollo de estructuras vegetales más duraderas y estables como las semillas, 

bulbos y rizomas. Sin embargo, dichas adaptaciones únicamente son adecuadas 
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para situaciones estresantes que son hasta cierto punto predecibles (condiciones 

que pueden suceder a lo largo del año) o que se desarrollen lentamente para 

permitir que la planta pueda responder con cambios funcionales, estructurales y 

fisiológicos (Walter & Schurr, 2005; Wiese et al., 2007). Además, las plantas 

comúnmente inducen un mecanismo de respuesta cuando los cambios ambientales 

realmente afectan el rendimiento de la planta. El “patrón modular” es la base de la 

adaptación de la planta a entornos que pueden cambiar. Esto significa que su 

crecimiento está genéticamente fijado hasta cierto punto, pero este puede ser 

modificado por condiciones ambientales (Walter & Schurr, 2005). 

Los múltiples factores que constituyen el estrés ambiental se pueden agrupar en 

dos tipos de estrés: biótico y abiótico. El primero se refiere a impactos negativos al 

interaccionar con viroides, virus, bacterias y hongos, produciendo cambios a nivel 

bioquímico, molecular y metabólico (afectando su crecimiento) o con asociaciones 

simbióticas que puedes generar un beneficio o disfunción en la planta. Por ejemplo, 

los sistemas micorrícicos en los que el hongo proporciona fosfato adicional para la 

planta cuando se encuentra en suelos pobres de este sustrato (Medina, 2016). El 

segundo se refiere a un impacto negativo de los factores no vivos, que pueden 

físicos y químicos, por ejemplo, la salinidad (en su componente osmótico, iónico o 

tóxico), exceso o insuficiencia de radiación, anaerobiosis producida por 

encharcamiento o inundación, estrés mecánico por el viento o compactación del 

suelo, heridas o lesiones a la planta, estrés hídrico que se relaciona con el osmótico 

por salinidad o por sequía, entre otros (Müller & Munné-Bosch, 2015). 

De manera general, las plantas pueden responder ante una situación de estrés 

(biótico o abiótico) en cuatro fases (Fig. 1): Fase de alarma, resistencia, agotamiento 
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y regeneración, donde una vez que las condiciones ambientales se vuelven 

desfavorables, reprimen respuestas de crecimiento y desencadenan una serie de 

mecanismos encargados de su protección y defensa, con el fin de asegurar la 

supervivencia de la planta (Müller & Munné-Bosch, 2015; Queitsch et al., 2000). De 

igual forma, una vez que la planta experimenta estrés abiótico, se pueden presentar 

alteraciones de los flujos de intercambio iónico a través de la membrana celular, 

principalmente de iones H+ y Ca2+ con la salida de K+ y aniones (Abdeeva et al., 

2018). Casi todas las tensiones abióticas en las células vegetales generan un 

aumento de los niveles de Ca2+ citosólico libre. Inmediatamente después se genera 

una respuesta oxidativa con la liberación de ROS. Si los niveles de ROS son bajos, 

comienza la regulación abiótica en condiciones estresantes, sirviendo como 

moléculas de señalización (Abdeeva et al., 2018). Si la respuesta en la generación 

de ROS es desmedida, se pueden ocasionar procesos de muerte celular (Oliveira 

et al., 2019). 
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Figura 1. Orden de respuesta de plantas ante una situación de estrés. 

Por lo anterior se puede decir que las plantas presentan mecanismos altamente 

eficientes para poder lidiar con un entorno cambiante, el cual puede generar 

condiciones de crecimiento y supervivencia no propicias para estos organismos. Un 

sitio en donde comúnmente convergen múltiples factores de estrés son las 

mitocondrias. En las plantas, estos organelos son el blanco de muchos tipos de 

estrés biótico y abiótico (Noctor et al., 2007). Por lo tanto, comprender las vías de 

inducción de la muerte celular en plantas y determinar el papel que desempeñan las 

mitocondrias es el tema de estudio de la presente tesis.  

Alarma

• Activan mecanismos de defensa

• Conduce al reacomodo  del metabolismo

• Activación de procesos de reparación 

• Expresión de adaptaciones morfológicas adecuadas

Resistencia

• Los cambios producidos permiten alcanzar un nuevo estado 
fisiológico óptimo

• Si el estrés continúa la planta detiene nuevamente sus funciones 
(agotando su capacidad de resistencia)

Agotamiento

• Muerte de la planta si la condición de estrés no desaparece a 
tiempo

Regeneración

• Cuando el estrés cesó a tiempo

• Las funciones fisiológicas se regeneran, adaptándose nuevamente 
a sus condiciones
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1.3 Las mitocondrias de plantas 

Las mitocondrias son responsables no sólo de proveer a las células de elevadas 

cantidades de Adenosín trifosfato (ATP) y de una gran variedad de esqueletos de 

carbono producto de las reacciones biosintéticas, sino también de procesos 

relacionados con el catabolismo de lípidos, de esterilidad citoplasmática y de muerte 

celular programada (Gutiérrez-Aguilar, 2020), esto último, probablemente asociado 

a la pérdida del potencial transmembranal mitocondrial (ΔΨ). El colapso 

bioenergético puede ocasionar cambios morfológicos y la liberación del citocromo 

c, que posteriormente inicia la activación de las caspasas (Scott & Logan, 2008). 

Las mitocondrias miden alrededor de 1 a 4 µm de longitud, presentan una 

membrana externa y un complejo sistema de membranas internas (Frey & Mannella, 

2000). La membrana externa envuelve por completo a la mitocondria y sirve como 

frontera exterior, contiene casi 50% de lípidos, proteínas como canales aniónicos 

dependientes de voltaje y enzimas que participan en diversas actividades como 

oxidación de adrenalina, descomposición de triptófano y alargamiento de ácidos 

grasos (Frey & Mannella, 2000; Gray, 1989; Karp, 2011). La membrana interna se 

sitúa justo por dentro de la membrana externa, pero gran parte de ella forma 

pliegues profundos o invaginaciones llamadas crestas (Frey & Mannella, 2000). 

Contiene complejos respiratorios, fosfolípidos y la ATP sintasa. 

La membrana interna es altamente impermeable, por lo tanto, requiere de 

transportadores especiales para que ciertas moléculas y iones tengan acceso a la 

matriz (Gutiérrez-Aguilar & Baines, 2013). Por lo tanto, la composición y 

organización de la membrana interna es la clave para las actividades bioenergéticas 
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del organelo. Adicionalmente, las mitocondrias cuentan con su propio material 

genético. 

Estos organelos se encuentran en prácticamente todos los tipos de células. No 

obstante, en un tipo pueden ser redondas en tanto que en otras adoptan forma 

fibrilar muy alargada (Fig. 2). Pueden estar dispersas por todo el citoplasma o 

incluso pueden concentrarse cerca de una superficie particular. Las mitocondrias en 

plantas comúnmente se asocian a los cloroplastos (Fig. 2) (Noctor et al., 2007). El 

número, aspecto y ubicación de estos organelos se puede correlacionar con las 

actividades del tipo de célula en particular. Son prominentes en muchas células 

vegetales, donde proporcionan el suministro primario de ATP a tejidos que no 

efectúan fotosíntesis (raíces), y otros también son fuente de ATP para células de 

hojas fotosintéticas durante periodos de oscuridad (Karp, 2011). 

   

Figura 2. Tinción de mitocondrias en protoplastos con Mitotracker Green. Las 
mitocondrias se observan en color verde y la autofluorescencia de los cloroplastos en rojo. 

Micrografía a 40 x. Imagen tomada de López-Aquino, 2020. 

Las mitocondrias tienen la capacidad de cambiar de forma (alargarse, acortarse, 

hincharse, fusionarse y dividirse). Su dislocación puede ser el resultado de 

interaccionar con algunos elementos del citoesqueleto (microtúbulos) y de procesos 

de las mismas mitocondrias. Como se demuestra en la Fig. 2, hoy en día es posible 
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visualizar estos procesos por microscopia de fluorescencia, ya que algunos 

fluorocromos se unen específicamente a las mitocondrias, siendo posible evaluar 

su ubicación, dinámica, así como el potencial de membrana (Bereiter-Hahn & Voth, 

1994). 

Como se mencionó anteriormente, las mitocondrias presentan una gran importancia 

metabólica, ya que permiten el transporte de moléculas indispensables para el 

funcionamiento celular y obtención de la energía, como aminoácidos, piruvato y 

ATP. Por lo anterior, la disfunción mitocondrial inducida por estrés comúnmente 

genera alteraciones celulares que derivan en la muerte de la célula, y si la disfunción 

se disemina al organismo en general se puede ocasionar la muerte del mismo. Una 

vía por la cual se ha documentado la muerte celular en respuesta a estrés abiótico 

es la transición de la permeabilidad mitocondrial (Baines & Gutiérrez-Aguilar, 2018) 

1.4 El poro de transición de la permeabilidad  

Los primeros experimentos de aislamiento de mitocondrias concluían que existía un 

factor “desacoplante” que inducía la despolarización mitocondrial (Greenawalt et al., 

1964). Con los años se determinó que tal factor “desacoplante” era el calcio, ya que 

al aislar mitocondrias en presencia de sustancias quelantes con la capacidad de 

secuestrar a este catión divalente se evitaba el desacoplamiento. Posteriormente 

Hunter y Haworth determinaron que el calcio inducía la apertura de un poro de 

transición de la permeabilidad mitocondrial, al que llamaron PTP (Hunter & Haworth, 

1979), el cual es una estructura proteica ubicada en la membrana interna de la 

mitocondria cuya composición es continuamente debatida (Baines & Gutiérrez-

Aguilar, 2018). 
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Cuando se activa la transición de la permeabilidad, el PTP se abre (~2 nm) liberando 

metabolitos, iones e incluso proteínas debido a la posterior ruptura de la membrana 

externa mitocondrial. Inicialmente el PTP era conocido como un canal de liberación 

de calcio, inducido por calcio (Ichas & Mazat, 1998). Sin embargo, es posible 

cerrarlo en presencia de ciclosporina A (CsA) en concentraciones nanomolares 

(Griffiths & Halestrap, 1993). Dichos estudios fueron de gran relevancia para 

demostrar la participación del uniportador de calcio mitocondrial (MCU) y una 

isoforma de una ciclofilina mitocondrial o ciclofilina D (CypD) en la regulación del 

PTP. En experimentos donde se realiza un tratamiento previo con inhibidores de 

MCU, se inhibió la apertura del PTP, pero sólo al adicionar calcio, sugiriendo que la 

presencia de este catión en la matriz mitocondrial es necesaria para su activación 

(Baines & Gutiérrez-Aguilar, 2018). 

La apertura del PTP dependiente de Ca2+, ocasiona una pérdida en el ΔΨ, 

hinchamiento de los organelos y la posterior ruptura de la membrana externa 

(Nakagawa et al., 2005). Como se mencionó anteriormente, la composición del PTP 

es tema de constante controversia. Existen diversos modelos que proponen que el 

PTP está compuesto por el canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC), el 

transportador de nucleótidos de adenina (ANT), el transportador de fosfato 

mitocondrial, la F0F1ATP sintasa y la ciclofilina D (Baines & Gutiérrez-Aguilar, 2018; 

Carraro et al., 2019).  Una vez que este se abre, se induce un movimiento masivo 

de agua y solutos a través de la membrana interna mitocondrial, hinchando a la 

mitocondria e inhibiendo su función respiratoria (Scott & Logan, 2008; Zancani et 

al., 2015). 
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Al presentarse una inducción del PTP en las plantas, se ha monitoreado un cambio 

repentino en la morfología mitocondrial de las hojas, observando un alargamiento y 

distorsión de los organelos (Gutiérrez-Aguilar, 2020; Scott & Logan, 2008). 

1.4.1 Ciclofilina mitocondrial: AtCyp21-3 

Las ciclofilinas (CYP) pertenecen a un grupo de proteínas y se les conoce como 

inmunofilinas. Estas proteínas se unen a fármacos inmunosupresores, como la CsA, 

FK506 y rapamicina, pero solamente la CsA se une a un grupo de proteínas CYP. 

Las CYP presentan actividad de peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPIasa), la cual 

cataliza la rotación de los enlaces peptídicos X-Prolina de una conformación cis a 

una trans, proceso importante para el plegamiento de proteínas (chaperonas 

moleculares) o ensamblaje de complejos proteicos mitocondriales (Gutiérrez-

Aguilar & Baines, 2015). Este tipo de modificaciones postraduccionales coordinan 

diferentes vías metabólicas primarias y secundarias. Las CYP son conservadas 

estructural y evolutivamente y están presentes en mamíferos, plantas, insectos, 

hongos y bacterias (Davis et al., 2010). Todas las ciclofilinas comparten un dominio 

común de 109 residuos de aminoácidos y se encuentran en todos los organismos 

estudiados, tanto en procariontes como en eucariontes; los humanos tienen un total 

de 16 isoformas de ciclofilinas. Entre los diferentes tipos de CYP descritos en 

mamíferos se encuentra la CypD, la cual se localiza en mitocondrias y desempeña 

un papel importante en la transición de la permeabilidad mitocondrial, pues induce 

la apertura del PTP y por ende la muerte celular (Gutiérrez-Aguilar & Baines, 2015). 

Diversos grupos de investigación describieron que la CypD y la transición de la 

permeabilidad mitocondrial son necesarias para mediar la muerte celular inducida 
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por el calcio y daño oxidante, pero no para mediar la apoptosis convencional 

(Nakagawa et al., 2005; Romano et al., 2004; Wang & Heitman, 2005). 

En plantas, las CYP se aislaron por primera vez en 1990 a partir de tejidos de tomate 

y maíz (Gasser et al., 1990). Desde entonces se busca identificar y caracterizar las 

CYP presentes en A. thaliana (AtCYP), revelando 29 isoformas ubicadas en todos 

los compartimentos subcelulares y órganos principales (flores, hojas, tallos y 

raíces). Lo anterior sugiere que las CYP desempeñan funciones de crecimiento y 

supervivencia de A. thaliana, ya que estas enzimas están presentes en la regulación 

transcripcional, organogénesis, señalización fotosintética y hormonal, adaptación a 

estrés biótico y abiótico y a respuestas de defensa (Dos Santos & Park, 2019). 

La evidencia computacional sugiere que en la mitocondria se podrían localizar las 

isoformas AtCyp21-3 y AtCyp21-4 (Tabla 1). Específicamente, utilizando el software 

ARAMEMNON versión 8.1 (Schwacke et al., 2003) se pueden determinar 

probabilidades significativas de importación a la mitocondria y cloroplasto de las 

isoformas AtCyp21-3 y AtCyp21-4. 

Sin embargo, en estudios recientes se ha demostrado que AtCYP21-4 

probablemente se localiza en el aparato de Golgi (Jung et al., 2020), encargado de 

realizar procesos como la glucosilación de las proteínas, las cuales en plantas 

forman matrices de pared celular y optimizan la morfogénesis en estado de reposo 

y estrés. Por lo tanto, es probable que la isoforma AtCyp21-3 sea la isoforma 

mitocondrial en A. thaliana. 
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Tabla 1. Predicción de la localización de seis isoformas de ciclofilinas de interés en A. 
thaliana usando el software ARAMEMNON versión 8.1 (Schwacke et al., 2003). Tabla 
adaptada de Gutiérrez-Aguilar (2020). 

Ciclofilina Gen Cloroplasto Mitocondria Vía de secreción 

AtCyp19-4 At2g29960 - 1.1 0.1 25.4 

AtCyp20-1 At5g58710 2.6 1.8 21.9 

AtCyp21-2 At3g55920 - 0.8 0.1 27.3 

AtCyp21-3 At2g47320 5.7 10.2 2.9 

AtCyp21-4 At3g66654 6.7 8.5 2.7 

AtCyp23 At1g26940 0.3 0.6 22.7 

 

Por lo anterior y en vista de la existencia de reportes que demuestran los efectos 

benéficos de la CsA, el cual es un potente ligando de las ciclofilinas, en la función y 

morfología mitocondrial (Gao et al., 2008), es muy relevante documentar la 

existencia y función de una probable Ciclofilina mitocondrial en A. thaliana (Abdeeva 

et al., 2018; Dos Santos & Park, 2019; He et al., 2004; Kumarik et al., 2013; Romano 

et al., 2004).  

Con ayuda de otro tipo de herramientas bioinformáticas se pueden realizar análisis 

del transcriptoma de A. thaliana para conocer más sobre sus procesos genéticos y 

funcionales de las respuestas de defensa contra el estrés de las plantas. (Dos 

Santos & Park, 2019). Por ejemplo, el Arabidopsis eFP browser permite estudiar los 

niveles de transcritos de interés relativos a transcritos de genes constitutivos como 

gapdh (Winter et al., 2007). Usando estas tecnologías novedosas es posible evaluar 

los niveles del transcrito de la proteína AtCyp21-3 (Figura 3). 
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Figura 3. Niveles de transcrito del gen A At2g47320. Los niveles de transcrito del gen 
At2g47320 se detectan en múltiples tejidos en A. thaliana usando el Arabidopsis eFP 
browser (Winter et al., 2007). 

En A. thaliana, la probable isoforma mitocondrial AtCyp21-3 está codificada por el 

gen At2g47320 y los niveles de su transcrito se encuentran predominantemente 

enriquecidos en hojas, flores y vainas (Fig. 3).  

Como se mencionó anteriormente, las ciclofilinas tienen la capacidad de isomerizar 

el enlace peptidil-prolil (Davis et al., 2010). Por lo tanto, existe en dos formas 

isoméricas distintas: cis y trans. Los enlaces peptídicos trans tienen un estado 

energético más bajo, por lo tanto, son más estables. Sus cadenas laterales están 

opuestas 180° entre sí (favoreciendo estéricamente la unión). Además, se cree que 

el ribosoma sintetiza enlaces peptídicos de esta forma (Romano et al., 2004). Sin 

embargo, cuando se encuentra alguna prolina en la proteína (enlaces peptidil-prolil) 
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se pueden presentar enlaces cis, con las cadenas laterales adyacentes; ambos de 

novo. El plegamiento de proteínas requiere isomerización a la forma cis, el cual es 

un proceso lento y requiere energía (paso limitante para el plegamiento). Con ayuda 

de las ciclofilinas se estabiliza la isomerización, favoreciendo el plegamiento y 

ensamblaje de las proteínas (Davis et al., 2010). 

1.4.2 Presencia del PTP en plantas 

La presencia de un probable PTP en mitocondrias de Pisum sativum (guisante) fue 

propuesta por Vianello y colaboradores. En este estudio se detectó la pérdida del 

potencial de la membrana mitocondrial inducido por Ca2+ e inhibido por CsA 

(Vianello et al., 1995). Posteriormente se describió este fenómeno en mitocondrias 

aisladas de papa, avena y raíces de trigo, donde se encuentran algunas similitudes 

o variaciones en comparación con el PTP de mamíferos (Uribe-Carvajal et al., 

2011). En mitocondrias de avena y raíces de trigo, se describe un colapso de ΔΨ 

inducido por Ca2+/Pi e hinchamiento de la matriz, pero insensibles a CsA. En trigo 

ocurre espontáneamente, mientras que, en avena, requiere la adición de un ionóforo 

capaz de transportar Ca2+/H+ (Curtis & Wolpert, 2002). 

En general, la transición de la permeabilidad ocurre con características distintas en 

las plantas. Lo anterior es probablemente debido a la enorme divergencia genética 

entre distintas especias aunado a conocidos eventos de duplicación genómica o de 

transposición de elementos cromosomales debidos a la interacción con patógenos, 

como es el caso de la bacteria Agrobacterium tumefasciens (Gutiérrez-Aguilar, 

2020). La tabla 2 sintetiza la disponibilidad de estudios en donde se ha 

documentado el PTP en cuatro plantas de interés científico y comercial.  
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Tabla 2. Detección de un probable PTP en mitocondrias de diversas especies de 
plantas. 

Reino Especie Nombre común Inhibidor Referencia 

Plantae 

Arabidopsis 
thaliana 

Arabidopsis Ciclosporina A 
(Scott y Logan 

2008) y (Tiwari y 
cols., 2002). 

Nicotiana tabacum Tabaco Ciclosporina A (Lin y cols., 2006) 

Solanum 
tuberosum 

Papa Mg2+ 
(Fortes y cols., 

2001) 

Triticum aestivum Trigo Ca2+ (Virolainen y cols., 
2002) 

Tabla modificada de Uribe-Carvajal (2011). 

En los estudios enfocados a plantas, hay evidencia que demuestra que la presencia 

de CsA inhibe la muerte celular programada (Vianello et al., 2012). Para que la 

transición de la permeabilidad ocurra, es necesaria la acumulación de Ca2+ en la 

matriz mitocondrial. El flujo de este catión a la matriz mitocondrial es variable y 

depende de la especie y tipo de tejido. Además, su absorción en la matriz puede 

ser inducida por tensiones abióticas como calor, estrés oxidativo o anoxia (Zancani 

et al., 2015). 

Por lo anterior, en el presente trabajo de tesis se caracterizaron los efectos de la 

eliminación de la ciclofilina AtCyp21-3 en la planta A. thaliana con la finalidad de 

comprender el probable papel que esta proteína desempeña a nivel fisiológico y en 

condiciones de estrés abiótico. 
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2. HIPOTESIS 

Si la ciclofilina AtCyp21-3 regula la muerte celular a nivel del PTP, entonces la 

eliminación del gen que la codifica les conferirá a las plantas mutantes de 

Arabidopsis thaliana resistencia a condiciones de estrés abiótico. 

3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

• Determinar la participación de la proteína AtCyp21-3 en la respuesta a estrés 

abiótico en Arabidopsis thaliana.  

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

• Evaluar diferencias fenotípicas basales entre ecotipos silvestres y mutantes 

carentes de AtCyp21-3 de A. thaliana. 

• Establecer la participación de AtCyp21-3 en los cambios de crecimiento, 

morfología mitocondrial asociados al PTP en hojas de plantas silvestres y 

mutantes de A. thaliana en respuesta a estrés abiótico. 

• Evaluar la muerte celular en A. thaliana en respuesta a radiación UV-C y 

estrés térmico. 

• Evaluar el efecto de la radiación UV-C y estrés térmico (37°C) en plántulas, 

protoplastos y plantas de A. thaliana. 

4. MATERIALES Y METODOLOGÍA 

4.1 Materiales y reactivos 

Los reactivos empleados en el presente trabajo fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, 

a menos que se especifique lo contrario. 
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❖ Filtro de 0.45 µm (CORNING) 

❖ Caja Petri 

❖ Pinzas de disección  

❖ Tijeras 

❖ Cuchillas de afeitar 

❖ Frasco de vidrio  

❖ Papel aluminio 

❖ Tubos Eppendorf de 1 µL y 50 µL 

❖ Jeringa Hamilton de 20 µL 

❖ Portaobjetos  

❖ Cubreobjetos  

❖ Pistilo de plástico  

4.1.1 Equipos empleados  

❖ Agitador orbital 

❖ Centrifuga para tubos Eppendorf (Vórtex) 

❖ Termociclador Mini PCR 

❖ Microscopio óptico  

❖ Cámara de electroforesis  

❖ Lámpara de UV-C (260 nm) 11.5 KJ/m2  

❖ Incubadora a 37°C  

❖ Microscopio de fluorescencia 
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4.1.2 Material vegetal (Arabidopsis thaliana) 

Se utilizaron dos ecotipos diferentes para el presente proyecto: Arabidopsis thaliana 

ecotipo Columbia 0 (Col-0) proporcionada amablemente por la Dra. Sobeida 

Sánchez Nieto de la Facultad de Química, UNAM y el ecotipo AtCyp21-3 obtenida 

del Arabidopsis Biological Resource Center de la Ohio State University con el código 

de germoplasma SALK_142397.  

Las semillas se desinfectaron con una solución de hipoclorito de sodio al 5% y 

Tween-20 al 0.1% durante 20 minutos, se realizaron 3 lavados con agua estéril y se 

sembraron en placas Petri con medio MS, al 2% de agar y suplementado con 2% 

de sacarosa durante 3 a 4 semanas, transfiriendo a una cámara de crecimiento a 

22 ± 0.5 °C con fotoperiodos de 8 h de luz y 16 h de oscuridad.  

Las plántulas se cultivaron en una mezcla 3:1:1 de Sunshine mix #3, agrolita y 

vermiculita. (Pedroza-García et al., 2014; Relichova, 1998). Se realizó un 

seguimiento diario para evitar la presencia de contaminantes. 

Para mantenimiento de plantas a partir de traspaso a maceta se adicionó solución 

de Hoagland a una concentración de 1.6 mg/mL. 

4.1.3 Amortiguador de extracción 

❖ Tris-HCl 200 mM, pH 7.5 

❖ NaCl 250 mM 

❖ EDTA 25mM, pH 8.0 

❖ SDS 0.5%  

❖ RNAsa A 

4.1.4 Amortiguador para tinción de hojas  

❖ Manitol 330 mM 
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❖ Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 

❖ EDTA 0.1 mM 

❖ Pi 1 mM 

4.2 Metodología  

4.2.1 Aislamiento de DNA 

Se seleccionaron dos hojas verdaderas de A. thaliana ecotipo Col-0 y AtCyp21-3 

(por separado) de 3-4 semanas de edad con cuchillas de afeitar frías en un tubo 

Eppendorf de 1 mL, se congelaron con N2 líquido y trituraron con un pistilo de 

plástico hasta obtener un polvo muy fino.  

Se adicionaron 400 µL de amortiguador de extracción, homogeneizando con pistilo 

y vórtex durante 5 segundos, se agregó 1 µL de RNasa y se centrifugó por 5 min a 

13000 rpm. 

Se transfirió el sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio y se centrifugó de nuevo 

para eliminar residuos de la centrifugación previa. En un tubo Eppendorf a -20°C, 

se colocaron 300 µL de sobrenadante, 300 µL de isopropanol, agitando en vórtex y 

centrifugando por 5 min a 13250 g, para posteriormente eliminar el sobrenadante. 

Se realizaron lavados del pellet con 1 mL de etanol al 70%, centrifugando 

posteriormente por 5 min para eliminar el etanol residual. Se secó el precipitado a 

29°C durante 15 min.  

Posterior al secado del precipitado, se disolvió en 100 µL de H2O estéril desionizada.  
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4.2.2 Oligonucleótidos  

Para genotipificar a las plantas silvestres y mutantes se emplearon 3 

oligonucleótidos (Tabla 3) proporcionados por el Instituto de Fisiología Celular con 

las siguientes características: 

Tabla 3. Oligonucleótidos empleados para la genotipificación. 

Nombre Tm (°C) Secuencia 5´-3´ 

LBb1.3 (TDNA pROK2) 63.9 ATTTTGCCGATTTCGGAAC 

AtCyp21 LP FW3 59.9 AGACCAAAGAGGTTAGTCTTTGCTT 

AtCyp21 RP Rev3 59 ATTACCTCAAGAACTGATCTACCATTG 

 

Los componentes para reacción de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

se describen a continuación (Tabla 4). 

Tabla 4. Reactivos empleados para las PCRs. 

Orden de 

adición 
Reactivos µL Concentración final 

 PCR-buffer 10x 2.5 1x (2mM) 

dNTPs 2.5 0.2 mM 

Oligonucleótido 1 100 µM 1.25 0.5 µM 

Oligonucleótido 2 100 µM 1.25 0.5 µM 

Taq polimerasa 0.26 0.75-0.25 U/reacción 

H2O mQ estéril Cbp 24 µL 

DNA 1 µL 

Volumen final por tubo de reacción 25 µL 

 

4.2.3 Reacción de PCR  

Se realizó una reacción de PCR utilizando los oligonucleótidos descritos en la Tabla 

3, utilizando 1 µL de DNA extraído de hojas verdaderas de A. thaliana ecotipo Col-
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0 y AtCyp21-3 de 3 a 4 semanas de edad, en un termociclador mini8 (miniPCR 

mini8™) usando un programa modificado con las siguientes condiciones de 

reacción (Tabla 5): 

Tabla 5. Condiciones de reacción de genotipificación. 

 
Desnaturalización 

inicial 
Desnaturalización Alineación Extensión 

Extensión 

final 
Ciclos 

Temp. 

(°C) 
94 94 63.6 72 72 

37 
Tiempo 

(s) 
120 30 50 71 600 

 

4.2.4 Exposición de A. thaliana a estrés por radiación UV-C 

4.2.4.1 Exposición de plántulas  

Posterior a la siembra de semillas de plantas en caja Petri con medio MS, se colocó 

una caja con especímenes de A. thaliana Col-0 y AtCyp21-3 de 1 semana de edad 

en una cámara con irradiación UV a una longitud de 260 nm durante una hora. 

Posteriormente se colocaron en una cámara de crecimiento a 22±0.5 °C con 

fotoperiodos de 8 h de luz y 16 h de oscuridad, para permanecer en observación 

durante 3 semanas, anotando sus características fenotípicas y utilizando como 

control los mismos ecotipos, pero sin previa exposición. 

4.2.4.2 Exposición de plantas 

Se tomaron plantas con 3 a 4 semanas de estratificación en maceta de A. thaliana 

Col-0 y AtCyp21-3, se colocaron en una lámpara UV a una longitud de 260 nm 

durante una hora, posteriormente se llevaron a una cámara de crecimiento a 22 ± 

0.5 °C con fotoperiodos de 8 h de luz y 16 h de oscuridad, donde permanecieron 3 

semanas en observación, anotando sus características fenotípicas, utilizando como 

control los mismo ecotipos, pero sin someterlos a ningún estrés abiótico. 
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4.2.4.3 Tinción de hojas con JC-1 

Se cortaron hojas verdaderas con tijeras de plantas de 3-4 semanas de edad. Con 

ayuda de cinta adhesiva, se removió la epidermis con cuidado. La cinta adhesiva 

que contiene el mesófilo se introdujo en un tubo Eppendorf con 1 mL de 

amortiguador para tinción de hojas y así mantener a la hoja en solución.  

Posteriormente se adicionó el fluorocromo potenciométrico JC-1 hasta tener una 

concentración final de 4 µM. Se colocaron las muestras en una cámara de vacío 

durante 35-40 minutos. Transcurrido este tiempo, se realizaron lavados con solución 

de mantenimiento y posteriormente se adicionó perfluorodecalina (PFD). Se 

adicionaron los mesófilos en un portaobjetos una o dos gotas de PFD, se sellaron 

con un cubreobjetos y se procedió a la visualización en un microscopio de 

fluorescencia con una fuente de luz de excitación a 488 nm y se registraron cambios 

en la emisión a 529 y 590 nm.  

Para la preparación del control positivo, se agregó 1 µL de un stock 50 mM de 

carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP) después de añadir el PFD. Este 

último paso ocasiona un colapso en el ΔΨ mitocondrial y una coloración de las 

mitocondrias verde índice la disipación del potencial de membrana. Todos los pasos 

anteriores se realizaron a temperatura ambiente.  

4.2.5 Exposición de A. thaliana a estrés térmico (37°C) 

4.2.5.1 Exposición de plántulas 

Posterior a la siembra de semillas en caja Petri con medio MS, se colocó una caja 

con A. thaliana Col-0 y AtCyp21-3 de 1 semana de edad en una incubadora a 37°C 

durante una hora, posteriormente se colocaron en una cámara de crecimiento a 

22±0.5 °C con fotoperiodos de 8 h de luz y 16 h de oscuridad, para permanecer en 
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observación durante 3 semanas, anotando sus características fenotípicas, 

utilizando como control los mismos ecotipos, pero sin previa exposición y con 

condiciones normales de crecimiento. 

4.2.5.2 Exposición de plantas  

Se tomaron plantas con 3 a 4 semanas de estratificación en maceta de A. thaliana 

Col-0 y AtCyp21-3, se colocaron en una incubadora a 37°C durante 48 horas, en 

ausencia de luz, posteriormente se llevaron a una cámara de crecimiento a 22±0.5 

°C con fotoperiodos de 8 h de luz y 16 h de oscuridad, donde permanecieron 3 

semanas en observación, anotando sus características fenotípicas, utilizando como 

control los mismo ecotipos, pero sin someterlos a estrés térmico. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Genotipificación de la cepa AtCyp21-3 

De acuerdo a la T-DNA Primer Desing Tool para A. thaliana 

(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html), el tamaño del fragmento correspondiente 

al gen At2g47320 que codifica al AtCyp21-3 en una cepa silvestre es de 1,185 pb, 

mientras que en la cepa AtCyp21-3, la PCR debería amplificar una secuencia 

correspondiente al TDNA interrumpiendo la secuencia del gen At2g47320. Por lo 

anterior, la PCR debería generar un amplicón de 845 pb.  

Los productos de la reacción con el DNA de las plantas silvestres y mutantes se 

analizaron en un gel de agarosa 0.5% usando amortiguador de Tris-Borato y EDTA 

(TBE) y se tiñeron con Sybr Safe (Figura 4). 

Los productos obtenidos de la PCR fueron resueltos en un gel de agarosa al 0.5% 

usando el amortiguador TBE. Se puede observar que en la reacción con DNA 

extraído de la planta Col-0 hay un amplicón mayor a 1000 pb lo cual correlaciona 

con el amplicón teórico. Por otra parte, la reacción con el DNA de la planta 

SALK_142397c (confirmada) obtenida del TAIR a través del SALK Confirmed T-

DNA Project del Dr. Joseph Ecker generó un amplicón de ~800 pb, el cual fue similar 

al obtenido con el DNA de la planta M5 la cual también es una planta mutante 

carente de AtCyp21-3 por un proceso independiente de mutagénesis.  

Interesantemente, el DNA de la planta M2 (obtenida de otro stock de semillas 

mutantes) no produjo un amplicón robusto, por lo cual no se consideró para ser 

analizada en el presente estudio (Figura 4). 

http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html
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Figura 4. Genotipificación de las plantas Col-0 y mutantes isogénicas AtCyp21-3. La 
mutante confirmada AtCyp21-3 fue obtenida de Joseph Ecker a través de TAIR y el SALK 
Confirmed T-DNA Project con número de germoplasma SALK_142397c.  

Es importante mencionar que en el laboratorio se está aislando RNA para verificar 

la ausencia del transcrito del gen At2g47320 en las plantas mutantes. De igual 

forma, será necesario obtener anticuerpos inmunoreactivos con la proteína 

AtCyp21-3 para poder confirmar la ausencia del transcrito y la proteína 

respectivamente. 

 

5.2 Crecimiento de la cepa Col-0 y AtCyp21-3 

Transcurridas 3 semanas de crecimiento de ambas cepas de A. thaliana 

trasplantadas en sustrato, ninguna de las dos (Col-0 y AtCyp21-3) presentó 

diferencias morfológicas evidentes en hojas, color o tamaño en ninguna observación 

en el transcurso de las 3 semanas (Figura 5).  
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 Col-0 AtCyp21-3 

 

 

 

 

  

 

  

Figura 5. Comparación fenotípica entre la cepa Col-0 y AtCyp21-3. No hay diferencia 
fenotípica evidente entre el tamaño de las hojas, color y forma de las hojas o roseta entre 

ambas cepas. 

Dicha comparación fenotípica en condiciones basales es necesaria para poder 

evidenciar los cambios que podrían ocurrir al exponer ambas cepas a algún tipo de 

estrés abiótico y poder evaluar visualmente la muerte de tejidos en ambas plantas.  
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5.3 Las mitocondrias de la cepa AtCyp21-3 mantienen un ΔΨ 

estable. 

El mesófilo de las hojas de las plantas se considera como un tejido lleno de aire, por 

lo tanto, realizar una seguimiento u observación presenta más dificultades, ya que 

se pueden encontrar la interferencia de la refracción de la luz del microscopio entre 

los múltiples componentes celulares, espacios de aire y el mismo tejido. Estos 

factores pueden afectar a la señal detectable en el microscopio, ocasionando 

imágenes poco claras. Por lo anterior, muchos estudios han sido llevados a cabo en 

secciones de hojas completas de A. thaliana (y otras plantas) fijadas con 

paraformaldehído. En nuestro caso decidimos adaptar metodologías existentes 

para poder observar mesófilos vivos. Esto se llevó a cabo usando un agente de 

infiltración perfluorocarbonado llamado perfluorodecalina. (Littlejohn et al., 2010; 

Littlejohn & Love, 2012).  

El uso de PFD se realiza con montaje infiltrativo. Está descrito como un método con 

el cual se logra mejorar la profundidad de las imágenes en el tejido foliar de A. 

thaliana con un impacto fisiológico mínimo y con la capacidad de aumentar la 

resolución de la imagen (Littlejohn et al., 2010).  

Para poder determinar el grado de polarización de las mitocondrias de las plantas 

AtCyp21-3 y Col-0, se adicionó al medio de infiltración la sonda catiónica JC-1. 

Cuando el JC-1 se encuentra en su forma monomérica, emite a 527 nm (color verde) 

y se excita a 490 nm. Esto indica que las mitocondrias están depolarizadas. Cuando 

las mitocondrias están polarizadas, el JC-1 forma agregados que emiten a 590 nm 

(color rojo), y estos son sensibles a cambios de potencial de membrana y el color 
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cambia reversiblemente de verde a rojo dependiendo de la polarización de la 

membrana mitocondrial  (Fig. 6) (Cossarizza et al., 1993; Sivandzade et al., 2019).  

Las mitocondrias de las plantas Col-0 se pueden observar como corpúsculos de 

mayor intensidad roja adyacentes a los cloroplastos (corpúsculos de mayor 

tamaño). Esto sugiere que las mitocondrias de las plantas Col-0 se encuentran 

polarizadas. Al observar los mesófilos de las plantas AtCyp21-3 al microscopio, 

también se pudo constatar que presentan un potencial de membrana estable tras la 

tinción con JC-1. Finalmente, los mesófilos de ambas plantas incubados con el 

agente desacoplante CCCP presentan mitocondrias de color verde (Fig. 6). 

  

Figura 6. Evaluación del potencial de membrana mitocondrial. Las hojas de las cepas 
Col-0 y AtCyp21-3 fueron sometidas a un procedimiento de remoción de la epidermis y 
fueron teñidas con el indicador mitocondrial JC-1. Las mitocondrias en ambas cepas se 
aprecian como corpúsculos de elevada fluorescencia roja adyacentes a los cloroplastos. En 
presencia del protonóforo CCCP, las mitocondrias de las plantas Col-0 cambian su 
fluorescencia a color verde, indicando la depolarización de los organelos (Control). 

5.4 Las plantas de la cepa AtCyp21-3 son resistentes a radiación 

UV-C. 

Las plantas de las cepas AtCyp21-3 y Col-0 se cultivaron durante 3 semanas en 

agar y con condiciones óptimas, posteriormente se sometieron a radiación UV-C a 

una dosis de 11.5 KJ/m2 (equivalente a una hora de tratamiento) para ser 

monitoreadas durante las próximas 3 semanas, considerando cambios de 

AtCyp21-3 Control Col-0 
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coloración, tamaño y la muerte celular en condiciones óptimas y sustrato. Es 

importante mencionar que los niveles de radiación utilizados en el presente trabajo 

de tesis son equiparables a los reportados en la literatura (Gao et al., 2008) y tienen 

como objetivo evaluar efectos en la muerte celular de las plantas y no daños a nivel 

de DNA. Para observar daños a esta macromolécula, los niveles de radiación 

usados son menores. 

Para cuantificar el efecto de la radiación UV-C en estas plantas, se realizaron los 

experimentos con 10 plantas y plántulas de cada cepa, utilizando como control 10 

plantas sin ser sometidas a ningún tipo de estrés (Tabla 6). 

Tabla 6. Plantas Col-0 y AtCyp21-3 en condiciones control y estrés por UV-C durante las 
primeras dos valoraciones. 

 Control UV-C 1h. UV-C 1h. (7 días) % Supervivencia  

Col-0 10 10 10 100% 

AtCyp21-3 10 10 10 100% 

 

Inicialmente las plántulas sometidas a estrés por UV-C en la primera semana de 

evaluación, no presentan muerte celular, pues el 100% de la muestra sobrevive a la 

aclimatación (Tabla 6), para posteriormente hacer un traslado a sustrato y 

condiciones óptimas de invernadero.  

Las plantas Col-0 y AtCyp21-3 fueron observadas durante las siguientes 3 semanas, 

se compararon individualmente y se pudo detectar que ocasionalmente las hojas se 

ponían cloróticas, tenían un crecimiento ligeramente menor y más lento. Sin 

embargo, no hay evidencia de muerte celular en comparación con el control (Fig. 

7). 
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 Col-0 AtCyp21-3 

Sin estrés 

  

UV-C/1h. 1 
semana de 

recuperación 

  

UV-C/1h. 3 
semanas de 
recuperación 

  

Figura 7. Diferencias de crecimiento entre las plántulas de la cepa Col-0 y AtCyp21-
3. Muestreo y evaluación a una y tres semanas. Las hojas de AtCyp21-3 y Col-0 fueron 
sometidas a estrés por UV-C presentan menor tamaño, además de un crecimiento lento y 
el crecimiento temprano del tallo. Experimento con n=10 

Posteriormente se cuantificó el efecto de la radiación UV-C en plantas maduras. Se 

realizaron las mismas pruebas en plantas de 3 semanas de edad, considerando los 

mismos controles que el experimento antes descrito. 

Las plantas sometidas a estrés por UV-C en la primera semana en observación no 

mostraron muerte celular evidente, pues las hojas no cambiaron de color ni 
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mostraron señales de senescencia. Sin embargo, durante las 3 semanas en 

condiciones óptimas de invernadero y al comparar individualmente, observamos 

que en las Col-0 un 59% de las hojas se tornaron cloróticas y secas. Esto ocasionó 

en forma posterior la muerte de las hojas, mientras que en AtCyp21-3, solo un 37% 

presenta los mismos indicios de muerte, además de un crecimiento lento y deficiente 

(Fig. 8).  

 Col-0 AtCyp21-3 

Sin estrés 

  

UV-C/1h 1 
semana de 

recuperación 

  

UV-C/1h 3 
semanas de 
recuperación 

  

Figura 8. Diferencias de crecimiento entre las plantas de 3 semanas de edad de la 
cepa Col-0 y AtCyp21-3. Muestreo y evaluación a una y tres semanas. Las hojas de 
AtCyp21-3 y Col-0 fueron sometidas a estrés por UV-C presentan menor tamaño, además 
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de un crecimiento lento y el crecimiento temprano del tallo sólo en AtCyp21-3. Experimento 
con n=10. 

 

5.5 Las plantas de la cepa AtCyp21-3 son sensibles a estrés 

térmico.  

Al igual que en los experimentos descritos para los efectos de la radiación UV-C, se 

evaluaron los efectos del estrés térmico sobre las plantas silvestres y mutantes. Los 

experimentos de estrés térmico fueron llevados a cabo a 37°C durante 48 horas. La 

cuantificación del daño fue hecha usando 10 plantas de cada cepa y utilizando como 

control 10 plantas sin ser sometidas a ningún tipo de estrés (Tabla 7).  

Tabla 7. Plantas Col-0 y AtCyp21-3 en condiciones control y sometidas a estrés térmico (37 
°C) durante las primeras dos valoraciones. 

 Control 37°C 48 h. 37°C (7 días) % Supervivencia 

Col-0 10 10 9 90% 

AtCyp21-3 10 8 5 50% 

 

Posterior al estrés térmico, dos plantas de la cepa AtCyp21-3 se tornaron secas y 

cloróticas, sin recuperación temporal. Transcurrida una semana para el traspaso a 

sustrato, se observó la muerte de 3 plantas de cepa AtCyp21-3, con los indicadores 

antes mencionados y debilidad de raíz. Por lo anterior, no fue posible realizar el 

transplante (Tabla 7). Las plántulas restantes presentan hojas cloróticas, tamaño 

pequeño y crecimiento temprano de tallo y flor (Fig. 9).  
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 Col-0 AtCyp21-3 

Sin estrés 

  

37°C/1h 1 semana 

  

37°C/1h 3 semanas 

  
Figura 9. Diferencias de crecimiento entre las plántulas de la cepa Col-0 y AtCyp21-
3. Muestreo y evaluación a diferentes tiempos durante 3 semanas. Las hojas de AtCyp21-
3 y Col-0 que fueron sometidas a estrés térmico (37°C durante 1 hora) presentan mayores 
indicios visuales de muerte celular, además de tamaño pequeño. Experimento con n=10. 

Para cuantificar el efecto del estrés térmico (37°C durante 48 h), pero ahora en 

plantas maduras, se realizaron las mismas pruebas en plantas de 3 semanas de 

edad, considerando los mismos controles que el experimento antes descrito. 

Inicialmente, las plantas sometidas a estrés térmico en la primera semana en 

observación muestran una muerte celular evidente para la cepa AtCyp21-3, pues 

las hojas cambian de color y muestran señales de senescencia, además de un 

tamaño pequeño. Adicionalmente, durante las 3 semanas en condiciones óptimas 
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de invernadero y al comparar individualmente, observamos que en las Col-0 hay un 

proceso de recuperación, a pesar de ser una planta pequeña. En comparación con 

AtCyp21-3 que presenta mayores indicios de muerte, dejando hojas secas y otras 

cloróticas (Fig. 10).  

 Col-0 AtCyp21-3 

Sin estrés 

  

37°C/1h 1 semana 
de recuperación 

  

37°C/1h 3 semanas 
de recuperación 

  
Figura 10. Diferencias de crecimiento entre las plantas de 3 semanas de edad de cepa 
Col-0 y AtCyp21-3. Muestreo y evaluación a diferentes tiempos durante 3 semanas. Las 
hojas de AtCyp21-3 y Col-0 que fueron sometidas a estrés térmico (37°C durante 48 horas) 
presentan mayores indicios visuales de muerte celular, además de tamaño pequeño. 
Experimento con n=10. 
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Con los datos obtenidos se pueden apreciar diferencias entre las plantas Col-0 y 

AtCyp21-3 en cuando a la sensibilidad a estrés abiótico. Cuando este es de tipo 

térmico, hay una mayor sensibilidad y falta de adaptación en caso de AtCyp21-3, 

pues presenta menor recuperación tanto de hojas como de plantas completas. Por 

otro lado, al someter ambas cepas a estrés UV-C, las plántulas puedes adaptarse y 

sobrevivir, aunque de un tamaño pequeño. Sin embargo, las plantas a pesar de 

tener indicios de muerte celular en las hojas, este es mayor en la cepa Col-0. 
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6. DISCUSIÓN 

En ratones, la ausencia de la ciclofilina mitocondrial origina una elevada resistencia 

a estrés oxidativo, daño por isquemia-reperfusión y ocasiona una elevada 

capacidad de retención de iones de calcio en la matriz mitocondrial (Baines et al., 

2005). Lo anterior ha sido relacionado con una inhibición constitutiva del PTP y 

puede ser recapitulada cuando se bloquea farmacológicamente a la ciclofilina con 

undecapéptidos cíclicos como ciclosporina A. En plantas, la inhibición farmacológica 

de ciclofilinas con ciclosporina A le confiere a protoplastos y células de A. thaliana 

una excepcional resistencia a radiación UV-C y a estrés oxidativo (Gao et al., 2008; 

Scott & Logan, 2008). Por lo anterior, es lógico asumir que la eliminación genética 

de AtCyp21-3 redundaría en un fenotipo similar al de plantas tratadas con 

ciclosporina A. En condiciones normales, las plantas silvestres y mutantes no 

presentaron diferencias morfológicas evidentes a nivel macroscópico. Al igual que 

en las plantas Col-0, las mitocondrias de las plantas carentes de AtCyp21-3 se 

encuentran polarizadas, lo cual también ha sido demostrado en otras especies 

(Baines et al., 2005). El grado de polarización pudo ser determinado empleando una 

sonda catiónica, que presenta una acumulación mitocondrial en función del 

potencial de membrana, si el potencial se pierde, la sonda no formará agregados y 

emite una señal fluorescente en el espectro correspondiente al color verde (527 

nm). Si las mitocondrias de AtCyp21-3 no hubieran presentado un potencial de 

membrana estable en comparación con las plantas control (Col-0) en condiciones 

óptimas, no se habría podido proceder a evaluar a las plantas AtCyp21-3 con 

estímulos de estrés abiótico, por encontrarse ambas plantas en condiciones 

iniciales distintas. Sin embargo, de acuerdo a la Figura 5, las mitocondrias del 
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mesófilo de AtCyp21-3 presentaron un potencial de membrana estable (Sivandzade 

et al., 2019). Posteriormente se evaluó la sensibilidad de ambos tipos de plantas a 

estrés abiótico.  

Para nuestra sorpresa, las plántulas mutantes no presentaron diferencias evidentes 

en la muerte inducida por radiación UV-C, a pesar de tener un menor crecimiento 

posterior. Sin embargo, las plantas silvestres de 3 semanas de edad si presentan 

diferencias en términos de aparición de mayor proporción de hojas cloróticas/secas 

y de muerte con respecto a su contraparte mutante. De lo anterior se podrían 

concluir dos escenarios. En uno, la ausencia de la ciclofilina no conlleva a un 

fenotipo divergente en plántulas debido a que esta proteína no forma parte de la vía 

de protección por estrés UV-C. Sin embargo, esto es poco probable ya que la 

inhibición farmacológica de las ciclofilinas con ciclosporina A bloquea la muerte 

celular en A. thaliana (Gao et al., 2008; Gutiérrez-Aguilar, 2020; Scott & Logan, 

2008). Por otra parte, existe la posibilidad de que en ausencia de AtCyp21-3, otra 

isoforma de esta familia de ciclofilinas pueda tomar su lugar como mecanismo de 

compensación. Para poder discernir entre ambas posibilidades, será necesario 

llevar a cabo experimentos de PCR cuantitativo con la finalidad de evaluar los 

niveles de los transcritos correspondientes a las otras isoformas de las ciclofilinas. 

Alternativamente se podrían medir los niveles de algunas ciclofilinas de A. thaliana 

usando la técnica de Western Blot. De hecho, existen anticuerpos comerciales 

contra ciclofilinas de otras especies y en algunos casos, los epítopos usados para 

generar tales anticuerpos presentan cierta homología con su contraparte de A. 

thaliana.  
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Cuando las plantas descritas en el presente estudio fueron sometidas a estrés 

térmico, se observó una marcada sensibilidad de la cepa mutante la cual presentó 

una elevada muerte tanto en plantas como en plántulas. Por lo anterior se puede 

deducir que la ciclofilina AtCyp21-3 está implicada en procesos de protección en 

respuesta a estrés térmico. Es este sentido, Zhang y colaboradores han identificado 

al Heat shock transcription factor A2 (HsfA2) como un nodo de especial relevancia 

en la protección de las plantas ante estrés térmico. Sería interesante evaluar la 

probable participación tanto de AtCyp21-3 como de HsfA2 en la respuesta de las 

plantas ante estrés térmico (Ogawa et al., 2007; Zhang et al., 2009). Para ello se 

podría adoptar la estrategia reportada por Ogawa y colegas, demostrando que la 

sobreexpresión de HsfA2 ocasiona una elevada protección a estrés térmico. Es 

decir, se podría generar una cepa de A. thaliana que sobreexprese AtCyp21-3 con 

la finalidad de evaluar si estas cepas son más resistentes al estrés térmico que sus 

contrapartes isogénicas silvestres. Como se mencionó en la introducción, las 

ciclofilinas son enzimas que catalizan la isomerización de enlaces peptidil-prolil de 

la conformación cis a trans. Por lo anterior, es posible que AtCyp21-3 sea importante 

para el procesamiento de proteínas involucradas en estrés térmico y por lo tanto 

que su ausencia redunde en el fenotipo de sensibilidad a estrés térmico reportado 

en el presente trabajo. Sin embargo, para demostrar lo anterior será necesario llevar 

a cabo una caracterización más a fondo del papel de la proteína AtCyp21-3. 

Las plantas cuentan normalmente con mecanismos reguladores al daño por UV-C, 

sin embargo, fueron sometidas a dosis más altas de radiación para inducir la muerte 

celular e identificar si las plantas carentes de AtCyp21-3 presentan cambios en la 
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resistencia a este tipo de estrés abiótico comparando con las Col-0 según las 

condiciones descritas por Gao y colegas (2008). 

Cuando las mitocondrias pierden el potencial de membrana, es común detectar 

fugas inespecíficas de iones por la membrana interna a favor de su gradiente de 

concentración. Si el daño es constante, comienza la generación de ROS, que a su 

vez continúa alterando dicho potencial. Mantener un potencial de membrana 

desestabilizado de manera sostenida es perjudicial para las mitocondrias y 

comienza el proceso de muerte celular. Durante la apoptosis, el potencial de 

membrana disminuye y genera la apertura del PTP y el daño será irreversible 

(Carraretto et al., 2016). La evaluación del potencial de membrana es un indicador 

funcional, pues está estrechamente relacionado a la capacidad de las células de 

sintetizar ATP y otros metabolitos de importancia fisiológica.  

Se cree que la CypD ubicada en mitocondria desempeña un papel importante en la 

transición de la permeabilidad mitocondrial, al inducir la apertura del PTP. En la 

cepa carente de la Ciclofilina AtCyp21-3 durante las 3 semanas de observación esta 

presenta mayor recuperación en comparación con la Col-0, lo cual sugiere que 

existen mecanismos dependientes de la mitocondria en respuesta a radiación UV.  

Con las observaciones y los datos obtenidos previamente descritos, la planta 

carente de AtCYp21-3 podría funcionar como un modelo que permita generar 

cultivos más resistentes al estrés por radiación UV-C, condición que en la actualidad 

comienza a ser de gran importancia, pues cada vez la industria agrícola se ve 

afectada por condiciones climáticas inusuales.  
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7. CONCLUSIONES 

❖ Las plantas carentes de AtCyp21-3 presentan morfología similar a la Col-0. 

❖ La ausencia de AtCyp21-3 no ocasiona cambios en el ΔΨ en condiciones 

basales. 

❖ Las plantas AtCyp21-3 son más resistentes al estrés por radiación UV-C. 

❖ Las plántulas Col-0 y AtCyp21-3 presentan poca senescencia a estrés por 

radiación UV-C, aunque es más evidente en AtCyp21-3 por un crecimiento 

lento. 

❖ Las plantas y plántulas AtCyp21-3 son más sensibles al estrés térmico que 

las silvestres.  

8. PERSPECTIVAS 

❖ Evaluar los niveles de los transcritos correspondientes a todas las isoformas 

de las ciclofilinas en plantas silvestres y mutantes AtCyp21-3. 

❖ Hacer pruebas con anticuerpos comerciales contra ciclofilinas de otras 

fuentes para evaluar inmunodetección de estas proteínas en plantas 

silvestres y mutantes de AtCyp21-3. 

❖ Evaluar niveles de muerte celular en plantas Col-0 y AtCyp21-3 en respuesta 

a estrés UV-C y térmico usando un ensayo de liberación de solutos 

citoplasmáticos por conductimetría.  

❖ Determinar muerte celular en ambos tipos de plantas usando un ensayo 

fluorométrico con la sonda Sytox-green. 

❖ Generar una planta que sobreexprese AtCyp21-3. 
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