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Resumen 

 

La comunicación planta-microorganismo se establece de acuerdo con las 

necesidades del hospedero y la identidad de las comunidades microbianas, 

presentes, propiciando o restringiendo interacciones específicas. La comunicación es 

compleja e involucra mecanismos de regulación de la expresión génica a diferentes 

niveles, con la participación de moléculas como los microRNAs (miRNAs) y los 

micropéptidos (miPEPs): péptidos pequeños codificados en los precursores de 

miRNAs, de los cuales se desconoce en detalle los mecanismos moleculares que 

subyacen su actividad regulatoria. En este trabajo se caracterizó a los miPEPs 

codificados en precursores de las familias miR160 y miR393 por medio de análisis 

bioinformáticos y la aplicación exógena de los miPEPs seleccionados en dos 

interacciones planta-microorganismo: La simbiosis fijadora de nitrógeno (SFN) entre 

Phaseolus vulgaris – Rhizobium etli y la enfermedad del moho gris causada por 

Botrytis cinerea en Arabidopsis thaliana. Se encontró que los precursores de miR160 

están conservados entre ambas especies de plantas, mientras que la relación basal 

de los precursores miR393 no es clara debido a un valor de soporte bajo. Se 

identificaron 36 marcos de lectura abiertos (ORFs) en los precursores miR160 entre 

los que no se observó un patrón de conservación. Sin embargo, para los precursores 

de miR393 no se identificaron ORFs que potencialmente puedan generar miPEPs. 

Finalmente, el tratamiento con miPEP160b disminuyó el tamaño de lesión en las hojas 

de A. thaliana proponiendo un papel en el aumento del depósito de calosa, mientras 

que el miPEP160 7.1 tuvo efecto en el desarrollo de los nódulos durante la SFN y 

generó un incremento en la actividad de la enzima nitrogenasa. En conjunto, estos 

resultados indican que los precursores de miRNAs generan miPEPs con un efecto en 

las interacciones planta-microorganismo tanto benéficas como perjudiciales para las 

plantas. 

 

 

……………………………………… 
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Abstract 

 

Plant-microorganism communication is based on the plant needs and the 

microorganism community present in the environment, favoring or restricting specific 

interactions. Plant-microorganism communication underlies complex interactions and 

involves mechanisms of regulation of gene expression at different levels, including 

participation of microRNAs (miRNAs) and micropeptides (miPEPs): small peptides 

encoded by miRNA precursors, molecular mechanisms underlying miPEPs regulatory 

activity are still unknown in detail. In this work, miPEPs precursors encoded by miR160 

and miR393 families were characterized through bioinformatic analysis and 

exogenous application of the selected miPEPs in two plant-microorganism 

interactions: The nitrogen-fixing symbiosis (NFS), of Phaseolus vulgaris – Rhizobium 

etli, and gray mold disease, caused by Botrytis cinerea in Arabidopsis thaliana. We 

found that miR160 precursors are conserved, whereas the relation of miR393 

precursors is unclear due to a low support value. Furthermore, we identified 36 open 

reading frames (ORFs) in miR160 precursors, with no conservation pattern observed. 

For miR393 precursors, we did not identify ORFs that potentially generate miPEPs. 

Finally, treatment with miPEP160b decreased the size of the lesion in A. 

thaliana leaves, suggesting a role in the increase of callose deposition, while 

miPEP160 7.1 affected the nodule development during NFS and caused an increase 

in the activity of the nitrogenase enzyme. We conclude that miRNA precursors 

generate miPEPs with an effect on plant-microorganism interactions, both beneficial 

and harmful to the plants. 
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1. Introducción 

1.1 Las plantas y sus interacciones biológicas 

Las plantas mantienen una interacción constante con las comunidades de 

microorganismos que habitan en ellas o se encuentran a su alrededor, razón por la 

que estos han sido denominados microbiota de la planta.  La microbiota de las plantas 

está compuesta de: bacterias, hongos, virus, arqueas, así como de protistas de 

distintos taxa. A nivel de especie, la distribución de esta microbiota difiere 

dependiendo de las zonas geográficas y su abundancia depende de las condiciones 

ambientales, las interacciones microorganismo-microorganismo, y del genotipo de los 

huéspedes y el hospedero (Trivedi et al., 2020; Fitzpatrick et al. 2020). 

 

Existen interacciones planta-microorganismo benéficas para las plantas, 

promoviendo un mayor crecimiento, la disponibilidad de nutrientes a los que 

normalmente no tienen acceso o incluso pueden generar una defensa en contra de 

patógenos (Trivedi et al., 2020). Estos beneficios son tales que las plantas han 

logrado crecer en hábitats en los que normalmente no podrían desarrollarse sin estos 

microorganismos (French et al. 2021). Un ejemplo de estas interacciones benéficas 

es la Simbiosis Fijadora de Nitrógeno (SFN), que es una asociación mutualista entre 

plantas leguminosas y bacterias del orden Rhizobiales, comúnmente llamadas 

rizobios. 

 

Por otro lado, existen microorganismos que utilizan a las plantas como una fuente de 

nutrientes para su desarrollo (Wirthmueller et al., 2013). Las plantas han desarrollado 

mecanismos que les permiten contender con estos microorganismos para evitar 

daños. El conjunto de estas respuestas se denomina como respuesta inmune (Jones 

& Dangl, 2006), y se divide en dos ramas principales: La inmunidad desencadenada 

por patrones moleculares asociados a microorganismos o patógenos (por sus siglas 

en inglés, PTI: PAMP-triggered immunity) y la inmunidad desencadenada por 

efectores (por sus siglas en inglés, ETI: effector-triggered immunity) (Jones & Dangl, 

2006; Wirthmueller et al., 2013; Noman et al., 2019).  En un proceso coevolutivo, los 

microorganismos patógenos han desarrollado estrategias moleculares que les 

permiten evadir el sistema de defensa de la planta y causar su muerte (Wirthmueller 

https://www.zotero.org/google-docs/?OQoUXA
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et al., 2013). Un ejemplo de ello es la enfermedad del moho gris causada por Botrytis 

cinerea, que es capaz de infectar a una gran variedad de especies, entre ellas 

Arabidopsis thaliana (Williamson et al., 2007). 

 

Las interacciones entre plantas y microorganismos tanto benéficas como 

perjudiciales, son prioritarias de estudio para favorecer la disponibilidad de los 

alimentos y su inocuidad. A través de diferentes enfoques experimentales se busca 

mejorar el rendimiento de las plantas y su capacidad de crecer en ambientes 

estresantes donde la disponibilidad de nutrientes y agua pueda ser escasa (Singh et 

al., 2019).  

1.2 Las plantas leguminosas 

Las leguminosas son plantas angiospermas que conforman a la familia Fabaceae o 

Leguminosae, que contiene cerca de 20000 especies y 727 géneros, siendo así la 

tercera familia más grande de angiospermas (Velázquez et al., 2010). Sin embargo, 

sólo una fracción reducida de este grupo es utilizada para fines de consumo humano 

(Peix et al., 2014).  Algunas de las especies más importantes a nivel mundial son la 

soya (Glycine max), el cacahuate (Arachis hypogaea), el frijol común (Phaseolus 

vulgaris), el chícharo (Pisum sativum), la lenteja (Lens culinaris), el haba (Vicia faba) 

y el garbanzo (Cicer arietinum) (Silva et al. 2017). 

 

Desde la antigüedad, las leguminosas han sido base de la alimentación en muchas 

civilizaciones, actualmente son reconocidas como el segundo alimento más 

importante para la dieta humana; esto debido al hecho de que, en combinación con 

los cereales, podrían contener todos los aminoácidos esenciales para una dieta 

saludable (Peix et al., 2014). Su importancia no sólo recae en su valor alimenticio, 

sino que también tienen un papel ecológico importante debido a la simbiosis que 

forman con bacterias del orden Rhizobiales, capaces de fijar el nitrógeno atmosférico, 

permitiendo su disponibilidad para las leguminosas. A cambio, las plantas le brindan 

a su simbionte fuentes de carbono (Oldroyd, 2013). Tal propiedad ha sido 

aprovechada en la agricultura para la rotación de cultivos con cereales, ya que parte 

del nitrógeno fijado por las bacterias permanece en el suelo después del ciclo de 

crecimiento de cultivo (Peix et al. 2014; Mera & Rouanet, 2022). 

https://www.zotero.org/google-docs/?yVpGYn
https://www.zotero.org/google-docs/?GjMxAJ
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1.3 Biología de Phaseolus vulgaris y su importancia  

El frijol común es una planta herbácea anual que puede ser arbustiva o crecer como 

enredadera, su forma cultivada se puede encontrar en casi todas las regiones del 

mundo a excepción de las más frías (Vibrans, 2009). Su lugar de origen es el centro 

de México, posteriormente se dispersó hacia América Central y finalmente hacia 

América del Sur, generando dos acervos genéticos distintos: El acervo genético 

mesoamericano y el acervo genético andino (Stopnisek & Shade, 2021). El frijol no 

sólo es considerado como una de las leguminosas más importantes a nivel mundial, 

sino también, ha sido descrita por algunos como la leguminosa más cultivada (Singh, 

2020; Stopnisek & Shade, 2021). La superficie cosechada mundial se estima en 36 

millones de hectáreas, cantidad con una tendencia en aumento (CEDRSSA, 2020). 

 

Una gran diversidad de especies del género Rhizobium es capaz de formar simbiosis 

con el frijol, como R. etli, R. phaseoli y R. gallicum (Santamaría et al., 2017; Bustos et 

al., 2017), aunque también puede ser nodulado por especies de otros géneros como, 

por ejemplo, Ensifer (antes Sinorhizobium; e.g. E. fredii o E. meliloti) (Silva et al., 

2017). 

1.4 Diálogo molecular en la simbiosis fijadora de nitrógeno 

Bajo condiciones deficientes en nitrógeno, las leguminosas establecen un primer 

contacto con rizobios en la rizosfera, secretando flavonoides en los exudados 

radicales. Estos compuestos, son percibidos de manera específica por rizobios 

compatibles, induciendo la expresión de los genes Nod, que codifican enzimas 

participantes en la síntesis y liberación de lipoquitoligosacáridos (LCO) conocidos 

como factores Nod (Skorupska et al., 2017).  Los factores Nod son liberados por los 

rizobios y percibidos por receptores tipo cinasa con motivos LysM (LysM-RLKs), 

ubicados en la superficie membranal de los pelos radicales en la epidermis de la raíz, 

induciendo la cascada de señalización para la simbiosis (Oldroyd, 2013). 

 

Posterior al reconocimiento de los factores Nod, la transducción de señales por medio 

de segundos mensajeros permite el inicio de las oscilaciones de calcio en la región 

perinuclear de las células epidérmicas y, posteriormente, en las células corticales 

(Oldroyd, 2013). Las oscilaciones de calcio permiten la activación de una proteína 
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cinasa dependiente de calcio y calmodulina (CCaMK) (Roy et al., 2020). Esta proteína 

puede ser activada por la unión directa del calcio, o por la unión de éste a un complejo 

formado con la calmodulina (Oldroyd, 2013). CCaMK tiene como función fosforilar al 

factor de transcripción CYCLOPS, que junto con otros factores de transcripción (e.g. 

NODULATION SIGNALING PATHWAY (NSP) o NODULE INCEPTION (NIN), 

permiten la transcripción de genes requeridos para la infección rizobial y 

organogénesis de los nódulos (Oldroyd, 2013; Clúa, 2018; Roy et al., 2020).  

 

Para el proceso de infección rizobial, es necesario el reordenamiento del 

citoesqueleto en los pelos radicales, lo que permite su enroscamiento para la 

formación de bolsas de infección donde los rizobios son capturados (Ferguson et al., 

2010; Oldroyd, 2013; Roy et al., 2020). A partir de las bolsas de infección, se forma 

una estructura tubular denominada “hilo de infección” mediante un proceso de 

invaginación de la membrana plasmática. Los hilos de infección, funcionan como un 

canal a través del cual las bacterias invaden el interior de la raíz (Oldroyd, 2013). La 

formación y extensión de los hilos de infección requiere de varios elementos y 

procesos como la remodelación de la pared celular, proteínas de tráfico de la 

membrana plasmática, componentes de la vía de la autofagia, el infectosoma, 

(complejo de exoquistes que guían el crecimiento de los hilos de infección) y otros 

cambios transcripcionales y postraduccionales (Roy et al., 2020).  

1.5 Organogénesis del nódulo 

En la simbiosis entre rizobios y leguminosas, existen dos tipos de nódulos que pueden 

formarse: determinados e indeterminados (Roy et al., 2020). Los nódulos 

determinados se forman en especies como Lotus japonicus, la soja (Glycine max) y 

el frijol (Phaseolus vulgaris), estos nódulos se caracterizan por su forma esférica y la 

presencia de su meristemo sólo durante las primeras etapas del desarrollo del nódulo 

(Nizampatnam et al., 2015; Skorupska et al., 2017). Por otro lado, los nódulos 

indeterminados se forman en especies como el chícharo (Pisum sativum) y Medicago 

truncatula, tienen forma cilíndrica y cuentan con un meristemo persistente a lo largo 

de la vida del nódulo (Nizampatnam et al., 2015; Skorupska et al., 2017). 
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Conforme se desarrolla el proceso de infección, la formación de nódulos inicia con 

una serie de divisiones celulares en el periciclo, ubicado en el interior de la raíz. Las 

divisiones celulares que ocurren posteriormente tienen su localización dependiendo 

del tipo de nódulo formado (Roy et al., 2020). En el caso de la división celular para la 

formación de nódulos determinados, esta continúa en las células de la parte media y 

externa del córtex, mientras que, en los nódulos indeterminados, la división celular 

continúa en la parte interna del córtex, dando lugar al primordio del nódulo en ambos 

casos (Roy et al., 2020; Monroy-Morales et al., 2022). Los hilos de infección se 

ramifican y llegan a este primordio, donde las bacterias son liberadas del hilo de 

infección y alojadas dentro de las células vegetales en compartimentos especiales 

delimitados por membranas denominados simbiosomas, en estos espacios ocurre su 

diferenciación en bacteroides, una forma especializada para la fijación de nitrógeno 

(Oldroyd, 2013). El nódulo provee a los bacteroides un ambiente bajo en oxígeno, ya 

que el oxígeno tiene la capacidad de unirse de manera rápida e irreversible a la 

enzima nitrogenasa, inhibiendo su función de fijación de nitrógeno (Jiang et al., 2021). 

Los bacteroides comienzan a fijar el nitrógeno liberándolo en forma de amoniaco, 

siendo asimilado por la planta por medio de la conversión a glutamina (Ferguson et 

al., 2010; Roy et al., 2020). Finalmente, el transporte de nutrientes dentro y fuera de 

los nódulos se efectúa gracias a las conexiones simplásticas y vasculares formadas 

en los nódulos maduros (Turner et al., 2013) (Figura 1).  
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Figura 1. Proceso de nodulación en la simbiosis fijadora de nitrógeno. Modificada de Roux 

et al., 2017. 

1.6 La señalización mediada por auxinas y su papel en la nodulación 

Las auxinas son fitohormonas que participan en los procesos de crecimiento y 

desarrollo de las plantas, como el inicio y desarrollo de las raíces laterales y 

adventicias; también, intervienen en la diferenciación vascular, la división y 

crecimiento celular (Li et al., 2016). A nivel molecular, las auxinas establecen un 

enlace entre las proteínas Transport Inhibitor Response 1/Auxin Signaling F-Box 

(TIR1/AFB) y las proteínas Auxin/Indole-3-Acetic Acid (Aux/IAA), permitiendo la 

ubiquitinación y degradación de Aux/IAA, que son represores transcripcionales de 

genes de respuesta a auxinas (Leyser, 2017). De esta manera, los factores de 

transcripción “Factores de respuesta a auxinas” (ARFs; por sus siglas en inglés “Auxin 

Response Factors”) que en principio se encuentran unidos a las proteínas Aux/IAA, 

son liberados de esta interacción, regulando la transcripción de los genes de 

respuesta a auxinas mediante su unión al motivo AuxRE localizado en los promotores 

de estos genes (Mallory et al., 2005; Li et al., 2016).  

 

En la nodulación, las auxinas actúan de manera temprana tanto en el proceso de 

infección rizobial como en la organogénesis de nódulos. En la infección rizobial, la 

síntesis de auxinas y los genes relacionados con su señalización son inducidos a 

partir del tratamiento con factores Nod (Breakspear et al., 2014; Yang et al., 2021). La 

presencia de auxinas también se ha detectado por medio de un sensor para la 

acumulación de auxina en los sitios de infección, promoviendo la formación de hilos 

de infección, regulando de manera positiva este proceso (Nadzieja et al., 2018; Roy 

et al., 2020), Adicionalmente, se ha mostrado que la expresión de genes como 

ARF16a en M. truncatula, se requiere para el proceso de infección, ya que mutaciones 

en este gen reducen el número de eventos de infección (Breakspear et al. 2014).  

 

Una serie de reguladores transcripcionales como NIN y el receptor Lotus Histidine 

Kinase (LHK1) permiten la acumulación de un máximo de auxinas requerido para la 

división celular e inicio de la organogénesis de nódulos (Nadzieja et al., 2018; Lin et 

al., 2020). Las auxinas se detectan por primera vez en las células corticales en división 
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que se encuentran debajo de los pelos radicales infectados por rizobios (Suzaki et al., 

2012) y en el periciclo para la formación de primordios nodulares (Turner et al., 2013; 

Lin et al., 2020). Una vez que los nódulos son maduros, las auxinas se restringen a la 

periferia del nódulo y su zona vascular (Turner et al., 2013; Lin et al., 2020). La 

presencia de las auxinas durante las diferentes etapas de la organogénesis, muestran 

que tienen un papel relevante durante todo el proceso de nodulación. 

1.7 Parasitismo: La carrera armamentista planta-patógeno  

En el otro extremo de las interacciones, tenemos a los microorganismos patógenos 

que causan enfermedades en las plantas para conseguir nutrientes y fuentes de 

energía. Estas interacciones, similar a lo que ocurre en la simbiosis fijadora de 

nitrógeno entre leguminosas y rizobios, son dadas por una comunicación mediada por 

moléculas de la planta y el patógeno (Trivedi et al., 2020). 

 

Las plantas restringen la entrada de una gran cantidad de microorganismos a través 

de sus barreras estructurales como la superficie de su cutícula, la pared celular y los 

depósitos de calosa entre la membrana plasmática y la pared celular (Conrath et al., 

2015; Nishad et al., 2020; Wang et al. 2021). Aun con estas estructuras, las plantas 

deben ser capaces de detectar a los microorganismos en caso de que traspasen sus 

barreras, por ello, en la superficie de sus células se encuentran los receptores de 

reconocimiento de patrones (PRRs) que detectan moléculas denominadas como 

patrones moleculares asociados con microorganismos (MAMPs) o con patógenos 

(PAMPs), como la flagelina de las bacterias y la quitina en los hongos, que son 

ejemplos de MAMPs (Nishad et al., 2020). También, pueden detectar patrones 

asociados al daño de las estructuras vegetales (DAMPs) (Wirthmueller et al., 2013; 

Wang et al. 2021). Cuando los PAMPs, MAMPs o DAMPs se unen a los PRRs, estos 

inician un proceso de señalización intracelular denominada inmunidad mediante PRR 

o inmunidad desencadenada por patrones (PTI) (Li et al., 2010; Wirthmueller et al., 

2013; Nishad et al., 2020). Estas señales incluyen la activación de una cascada de 

fosforilación de factores de transcripción por proteínas cinasas activadas por 

mitógeno (MAPK), acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) mediada por 

la NADPH oxidasa RbohD y la superóxido dismutasa (SOD), y la entrada de calcio 
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extracelular en el citosol inducido por las ROS (Li et al., 2014; Nishad et al., 2020) 

(Figura 2).   

 

En ocasiones, la PTI puede contener los procesos infecciosos. Sin embargo, los 

patógenos exitosos han desarrollado estrategias para contrarrestarla a través de 

factores de virulencia como son las proteínas efectoras, que pueden evitar la 

activación de la PTI (Wirthmueller et al., 2013; Nishad et al., 2020). Estas proteínas 

efectoras pueden ser secretadas o entregadas directamente en las células de la 

planta dependiendo del tipo de patógeno (Wirthmueller et al., 2013; Nishad et al., 

2020). Por ejemplo, las bacterias regularmente utilizan el sistema de secreción tipo III 

(T3SS) para translocar efectores, mientras que los hongos patógenos utilizan 

haustorios para invadir los tejidos y posteriormente secretar estas proteínas 

(Wirthmueller et al., 2013; Nishad et al., 2020). 

 

Dado el papel de las proteínas efectoras, las plantas han desarrollado un segundo 

nivel de respuesta, denominado inmunidad desencadenada por efectores (ETI) 

(Wirthmueller et al., 2013; Nishad et al., 2020). En este caso, una serie de receptores 

intracelulares denominados NLRs: proteínas receptoras con repeticiones ricas en 

leucina de unión a nucleótidos, se unen a los efectores para inducir respuestas 

inmunes como la producción de óxido nítrico y ROS, cambios transcripcionales en 

genes de defensa y respuesta hipersensible o muerte celular programada 

(Wirthmueller et al., 2013; Nishad et al., 2020) (Figura 2). También, se ha detectado 

la acumulación de enzimas hidrolíticas, moléculas antimicrobianas y la deposición de 

calosa en sitios de infección derivado de la ETI (Nishad et al., 2020). La complejidad 

que acompaña a las interacciones planta-patógeno deja ver que al finalizar el proceso 

infeccioso saldrá victorioso aquel individuo que posea un mayor repertorio de 

respuestas inmunes o efectoras (Wirthmueller et al., 2013). 
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Figura 2.  Representación esquemática de la inmunidad desencadenada por patrones (PTI) 

y la inmunidad desencadenada por efectores (ETI) en las plantas ante el ataque de patógenos 

como B. cinerea. MAMPs: Patrones moleculares asociados con microorganismos; PAMPs: 

Patrones moleculares asociados con patógenos; DAMPs: Patrones moleculares asociados al 

daño; PRRs: Receptores de reconocimiento de patrones; MAPK: Proteínas cinasas activadas 

por mitógeno; ROS: Especies reactivas de oxígeno; TFs: Factores de transcripción; NO: 

Óxido nítrico; NLRs: Proteínas receptoras con repeticiones ricas en leucina de unión a 

nucleótidos. Imagen creada con Biorender.com. 

 

En las interacciones planta-patógeno también intervienen fitohormonas como el ácido 

jasmónico (JA), el ácido salicílico (SA), el etileno (ET), las auxinas, entre otros 

(Denancé et al., 2013; AbuQamar et al., 2017; Nishad et al., 2020). Algunas 

fitohormonas pueden actuar en conjunto, mientras que otras pueden ser antagónicas. 

En el caso de las respuestas mediadas por auxinas, mediante ensayos de aplicación 

exógena se ha reportado que pueden debilitar la defensa en las plantas ante el ataque 

de patógenos, a través de la intervención en la PTI o la interferencia con otras 

fitohormonas (Checker et al., 2018; Denancé et al., 2013). 
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1.7.1   Botrytis cinerea, causante de la enfermedad del moho gris 

Botrytis cinerea es un hongo fitopatógeno necrótrofo causante de la enfermedad del 

moho gris, que afecta a más de 200 especies de plantas alrededor del mundo, entre 

ellas varias de interés agronómico como son la vid, el jitomate, flores ornamentales, 

entre otras. B. cinerea es capaz de descomponer los cultivos antes y después de la 

cosecha en condiciones de campo abierto, durante el almacenamiento e incluso en 

condiciones de invernadero. Por ello, es considerado el segundo fitopatógeno más 

importante para la agricultura (AbuQamar et al., 2017; Williamson et al., 2007). 

 

A nivel molecular, el mecanismo de infección de B. cinerea consiste en la secreción 

de una serie de toxinas y enzimas líticas que le permiten penetrar la cutícula de su 

hospedero, la pared celular y posteriormente matar a las células vegetales. La planta, 

al detectar la quitina (como un MAMP) y los DAMP provenientes del daño a sus 

estructuras, activa la PTI y comienza a acumular especies reactivas de oxígeno (ROS) 

(AbuQamar et al., 2017) que tienen un papel antimicrobiano y de señalización (van 

Rensburg et al., 2020). Las percepciones iniciales de estas moléculas por las plantas 

derivan en la cascada de señalización que involucra a las proteínas cinasas MAPK, 

que como se mencionó anteriormente, intervienen en la expresión de genes de 

defensa (AbuQamar et al., 2017). 

1.8 Biogénesis de los microRNAs (miRNAs)  

La comunicación a nivel molecular en las interacciones planta-microorganismo es tan 

compleja, que aún se continúa describiendo la intervención de nuevas moléculas, 

ejemplo de ello son los microRNAs (miRNAs). En eucariontes, los miRNAs son RNAs 

no codificantes de alrededor de 21 nucleótidos que inducen el silenciamiento de RNAs 

mensajeros con secuencia complementaria, siendo cruciales para la regulación post-

transcripcional (Lee & Carroll, 2018). Los miRNAs se generan a partir de la 

transcripción de los genes MIR por la RNA polimerasa II, produciendo un precursor 

primario de miRNAs (pri-miRNAs) (Voinnet, 2009). Los precursores de miRNAs al 

igual que los RNA mensajeros, tienen un extremo 7-metil GTP (cap) en el extremo 5’ 

y están poliadenilados en el extremo 3’ (Gramzow & Theiben, 2019) y se pliegan de 

manera imperfecta en una estructura con forma de tallo-asa (Lee & Carroll, 2018). 
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Posteriormente, el pri-miRNA es procesado por la enzima DICER-LIKE1 (DCL1), que 

realiza un corte a una distancia de 15 a 17 nucleótidos lejos de la base del tallo-asa, 

generando precursores de miRNAs (pre-miRNAs). El segundo procesamiento 

mediado por DCL1 produce un dúplex de RNA formado por el miRNA activo y su 

miRNA complementario o miRNA star (miRNA*) (Lee & Carroll, 2018; Borges & 

Matienssen, 2015; Gramzow & Theiben, 2019). En el núcleo, el dúplex se asocia con 

las proteínas argonautas (AGOs), en este complejo se selecciona una sola cadena 

del dúplex y, comúnmente, el miRNA* es degradado (Lee & Carroll, 2018). La unión 

de la proteína AGO con el miRNA conforma el complejo de silenciamiento inducido 

por RNA (RISC; por sus siglas en inglés “RNA Induced Silencing Complex”) (Lee & 

Carroll, 2018; Borges & Matienssen, 2015; Gramzow & Theiben, 2019). Finalmente, 

el RISC es transportado al citoplasma donde mediante la complementariedad de 

bases entre el miRNA y su transcrito blanco el RISC puede ejercer su efecto mediante 

la represión traduccional y/o la escisión del blanco, evitando la disponibilidad del 

transcrito (Lee & Carroll, 2018; Gramzow & Theiben, 2019). La represión de 

traducción y/o escisión del blanco, dependerán de la naturaleza del mRNA objetivo y 

el tipo de proteína AGO involucrada (Borges & Matienssen, 2015) (Figura 3). 

 

Figura 3. Modelo simplificado de la biogénesis de los miRNAs en plantas. Pri-miRNA: 

Precursor primario de miRNA; DCL1: DICER-LIKE1; AGO: Proteína argonauta; RISC: 

Complejo de silenciamiento inducido por RNA; mRNA: RNA mensajero (blanco). Imagen 

creada con Biorender.com. 
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1.9 Micropéptidos producidos por precursores de miRNAs (miPEPs) 

Hasta hace poco se creía que los precursores de miRNAs tenían únicamente como 

finalidad ser parte del procesamiento para obtener miRNAs maduros. Sin embargo, 

se ha reportado que los precursores contienen marcos de lectura abiertos (ORFs) en 

su extremo 5’ y que éstos pueden codificar péptidos de 5 a 20 aminoácidos de largo 

en promedio (Lauressergues et al., 2015) (Figura 4). El papel regulador de estos 

micropéptidos codificados por miRNAs (miPEPs) se descubrió primero en miR171b y 

miR165a por Lauressergues y cols. (2015). La expresión de formas nativas y 

mutantes de pri-miR171b mostraron que cuando el primer ORF es eliminado o su 

codón de inicio es mutado, se producen menores cantidades de miR171b en 

comparación con la expresión del pri-miR171b nativo. A su vez, la sobreexpresión de 

miPEP171b o su aplicación exógena en una concentración 0.1 μM también permiten 

una mayor acumulación de miR171b (Lauressergues et al., 2015), de esta manera, 

se descubrió que los miPEPs tienen la capacidad de aumentar la transcripción de su 

pri-miRNA y, por lo tanto, permiten la acumulación del miRNA maduro, generando un 

mayor silenciamiento del transcrito blanco (Lauressergues et al., 2015; 

Lauressergues et al., 2022).  

 

Los reportes sobre la caracterización de los miPEPs hasta ahora son limitados. Sin 

embargo, recientemente se ha propuesto que la interacción de los miPEPs con su 

respectivo ORF en la secuencia del pri-miRNA desencadenaría su función 

(Lauressergues et al., 2022). Adicionalmente, parece ser que sólo el primer ORF del 

precursor genera un miPEP funcional (Ormancey et al. 2021; Chen et al., 2020; 

Sharma et al. 2020; Lauressergues et al., 2015). No obstante, cabe la posibilidad de 

que, en precursores cuyos ORFs no han sido analizados, ocurra de manera distinta. 

 

Se ha detectado que la relación entre un miPEP y su respectivo miRNA es altamente 

específica, ya que la aplicación o sobreexpresión del péptido no altera la expresión 

de otros miRNAs, incluso dentro de la misma familia de miRNAs (Lauressergues et 

al., 2022), por lo que se ha propuesto a los miPEPs como una herramienta útil para 

el análisis específico de miRNAs individuales. Cabe destacar, que debido a que la 

aplicación exógena de un miPEP continúa ejerciendo un efecto en su respectivo 

miRNA, podrían funcionar como una herramienta tanto para la investigación básica 



 

22 
 

como para el mejoramiento de especies de interés agronómico sin necesidad de 

recurrir a la transformación genética (Couzigou et al., 2015). 

  

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema representativo de la biosíntesis y acción de los miPEPs en plantas y su 

intervención en la vía de generación de los miRNAs. Tomado de Waterhouse & Hellens, 2015. 

2.      Antecedentes 

2.1 Los micropéptidos en las interacciones planta-microorganismo 

Lauressergues y cols. (2015) detectaron los primeros miPEPs en plantas, éstos 

fueron miPEP171b y miPEP165a. Los análisis de expresión de miPEP171b mostraron 

su papel en la regulación de la formación de las raíces laterales en M. truncatula, 

mientras que la aplicación exógena de miPEP165a conduce a una mayor longitud de 

la raíz en A. thaliana. Para este último miPEP, detectaron una buena conservación en 

su secuencia de aminoácidos en siete especies del orden Brassicales. 

 

El papel de los miPEPs también se ha estudiado en interacciones planta-

microorganismo, aunque son escasos los reportes que existen al respecto. Couzigou 

y cols. (2016) reportaron que la aplicación exógena del miPEP172c induce la 

acumulación de miR172c, que es determinante en el número de nódulos que se 

forman durante la simbiosis fijadora de nitrógeno entre rizobios y G. max, a través del 

silenciamiento de su blanco, el factor de transcripción “Control del número de 

nódulos”” (NNC1; por sus siglas en inglés “NODULE NUMBER CONTROL 1”). 

https://www.zotero.org/google-docs/?7IBcXs
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También, este mismo grupo utilizó el miPEP171b como parte de su investigación 

sobre el miR171b, que promueve la micorrización arbuscular (Couzigou et al., 2017). 

 

Hasta ahora, no se ha documentado la participación de los miPEPs en interacciones 

planta-patógeno. Sin embargo, son abundantes los reportes sobre la intervención de 

los miRNAs en estas interacciones (ver Islam et al., 2018). Por ejemplo, cuando 

Gossypium hirsutum, la planta de algodón, es infectada por el hongo patógeno del 

sistema vascular Verticillium dahliae, se incrementa la producción de miR166 y 

miR159, que son capaces de silenciar los transcritos de una cisteína proteasa 

dependiente de Ca2+ (Clp-1, por sus siglas en inglés “Ca2+ - dependent cysteine 

protease”) y una isotricodermina C-15 hidroxilasa (HiC-15, por sus siglas en inglés 

“isotrichodermin C-15 hydroxylase”), respectivamente, enzimas fundamentales en la 

virulencia del hongo (Zhang et al., 2016).  Es posible que, estudiando la participación 

de los miRNA en estas interacciones bajo el enfoque de los miPEPs, se encuentre su 

intervención en tales procesos.  

2.2 miR160 y miR393 en la simbiosis leguminosa-rizobio y patogenicidad 

Se podría pensar que una interacción patógeno-planta es muy distinta de una relación 

planta-simbionte por las repercusiones finales que tienen en el hospedero. Sin 

embargo, investigaciones sugieren que la línea que separa ambas interacciones 

puede ser borrosa. Esta hipótesis proviene de trabajos en el campo de la simbiosis 

leguminosa-rizobio, ya que, por ejemplo, algunos análisis transcriptómicos realizados 

en leguminosas después de ser inoculadas con rizobios muestran, en principio, una 

mayor expresión de genes relacionados con la defensa de las plantas (Deakin & 

Broughton, 2009; Cao et al., 2017). A su vez, existe similitud en el tipo de receptores 

que intervienen en el reconocimiento tanto de señales simbióticas como de señales 

patogénicas donde, en ambos casos, se componen de un dominio quinasa intracelular 

activo o inactivo asociado con dominios extracelulares con motivos de lisina (LysM-

RLK) (Rey & Jacquet, 2018). 

 

Entre los genes y moléculas que tienen un papel en ambos tipos de interacción, se 

ha propuesto la participación de ciertos miRNAs como miR160 y miR393 (Simon et 

al., 2009). En la simbiosis fijadora de nitrógeno, Subramanian y cols. (2008) 

https://www.zotero.org/google-docs/?R6rrko
https://www.zotero.org/google-docs/?7kZxuf
https://www.zotero.org/google-docs/?7kZxuf
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reportaron una disminución de acumulación de miR160 a las 12 horas post 

inoculación (hpi) de G. max con B. japonicum, sugiriendo que la acumulación de sus 

blancos ARF10, ARF16 y ARF17 aumentaba. Por otro lado, este trabajo reporta que 

miR393 tiene una regulación positiva significativa a partir de las 3 hpi, verificando 

experimentalmente la escisión su transcrito blanco, el receptor de auxinas TIR1. 

 

Por el lado de las interacciones planta-patógeno, se ha descrito a miR160 y miR393 

como promotores de la inmunidad basal (Simon et al., 2009). Li y cols. (2010) han 

reportado que miR160 se regula al alza en el tratamiento con Flg22 en A. thaliana, y 

la sobreexpresión de este miRNA, conduce a la deposición de calosa. La calosa es 

un polisacárido de pared celular con ramificaciones que interviene en la formación de 

engrosamientos (o papilas) como respuesta al estrés biótico y abiótico, regulando la 

permeabilidad de los plasmodesmos en respuesta al ataque de patógenos y 

generando un reforzamiento estructural para evitar la invasión (Ellinger & Voigt, 2014; 

Wang et al., 2021). Cabe destacar que tanto en el trabajo de Li y cols. (2010) como 

en el realizado por Navarro y cols. (2006) se muestra que Flg22, también es capaz de 

regular al alza el miR393 en A. thaliana. 

3.  Justificación  

Las limitantes para un desarrollo adecuado en las plantas son variadas, entre ellas la 

falta de nutrientes como el nitrógeno en el suelo. A su vez, el ataque de diversos 

patógenos puede limitar su adecuación al ambiente e incluso puede ocasionarles la 

muerte. Esto tiene implicaciones para la producción de la extensa variedad de 

especies de interés agronómico y ornamental que utilizamos. 

 

Investigar la participación de nuevas moléculas en la simbiosis fijadora de nitrógeno 

puede ayudar a que, en un futuro no muy lejano, podamos aplicar biotecnología 

derivada de la interacción logrando que otras especies de plantas puedan fijar el 

nitrógeno atmosférico tal como lo realizan las leguminosas. A su vez, el uso de nuevas 

moléculas para combatir a los patógenos contribuye a evitar riesgos para la seguridad 

alimentaria, disminuyendo el impacto de las enfermedades y por tanto reduciendo la 

pérdida de alimentos producidos. 
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Con el reciente descubrimiento de moléculas como los miPEPs en plantas y sus 

potenciales efectos, es relevante analizar su codificación en secuencias precursoras 

de los miRNAs que no han sido evaluados con este enfoque, ya que algunas 

propiedades de los miPEPs, como su actividad específica sobre el miRNA asociado 

y la facilidad con la que ejercen su efecto al aplicarlos exógenamente, los convierten 

en candidatos para ser herramientas biotecnológicas eficaces que contribuyan a 

disminuir las limitantes mencionadas. 

 

A través del estudio de los miPEPs, en este proyecto se contrastarán interacciones 

planta-microorganismo abordando el caso de miR160 y miR393 que, por su 

participación en sistemas patogénicos y simbióticos, se vuelven candidatos ideales 

de estudio. Esto a su vez, permitirá un mayor entendimiento de la comunicación 

mediada por moléculas que subyacen a las interacciones biológicas entre plantas y 

microorganismos. 

4.    Hipótesis  

Los transcritos precursores de miR160 y miR393 contienen regiones que codifican 

para micropéptidos (miPEPs) con actividad regulatoria en las interacciones P. vulgaris 

- R. etli y A. thaliana - B. cinerea. 

5.    Objetivos 

5.1 Objetivo general 

Caracterizar y evaluar la conservación genética de los micropéptidos producidos por 

precursores de los miRNAs miR160 y miR393, así como su efecto en dos 

interacciones planta-microorganismo: simbiosis mutualista y patogenicidad. 

5.2 Objetivos particulares 

• Evaluar la conservación de secuencias nucleotídicas y peptídicas en los 

transcritos precursores de miR160 y miR393 entre diferentes especies de plantas. 
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• Identificar los miPEPs codificados por precursores de las familias miR160 y 

miR393. 

 

• Probar el efecto de la aplicación de miPEPs sintéticos en la simbiosis fijadora de 

nitrógeno dada entre P. vulgaris - R. etli y la enfermedad del moho gris en A. 

thaliana. 

6.       Metodología 

6.1 Obtención de las secuencias precursoras de miRNAs 

La obtención de secuencias precursoras de las familias miR160 y miR393 en A. 

thaliana y P. vulgaris se realizó mediante la revisión de literatura reciente (Xie et al., 

2005; Liu et al., 2010; Windels et al., 2014; Formey et al., 2015) y la búsqueda en 

bases de datos como sRNAanno (Chen et al., 2021), miRBase 22 (Kozomara & 

Griffiths-Jones, 2011) y mirEX (Zielezinski et al., 2015). 

 

Para la obtención de los precursores en P. vulgaris, se realizaron alineamientos 

locales mediante la plataforma BLAST (Altschul et al., 1997) adjunta a la base de 

datos de Phytozome v12 (Goodstein et al., 2011) utilizando los parámetros por defecto 

y el genoma de Phaseolus vulgaris v2.1 como genoma de referencia. Se localizaron 

las regiones donde los precursores (secuencias de consulta) y la base de datos 

presentaban similitudes en la capa Log-scale RNA-seq (capa con información 

derivada de una colección de estudios de expresión por RNA-seq), extrayendo así 

secuencias extendidas hacia el extremo 5’ y con término en el extremo 3’ donde 

concluye la zona de tallo-asa (Figura 5), llamamos a estas secuencias como 

“pmiRNAs”. Al utilizar este tipo particular de precursores aumentamos la posibilidad 

de encontrar marcos de lectura abiertos (ORFs) en ensayos posteriores. 

 

Dos de las secuencias precursoras de A. thaliana reportadas en la literatura 

correspondientes a pre-miR160b y pre-miR160c se encontraban incompletas entre el 

extremo 5’ de precursor y la secuencia donde inicia el pre-miRNA. Obtuvimos la 

secuencia completa de sus pmiRNAs por medio de alineamientos locales en la 
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plataforma BLAST (Altschul et al., 1997) en Phytozome v12 (Goodstein et al., 2011), 

utilizando el genoma de Arabidopsis thaliana TAIR10 como referencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Representación gráfica de un precursor de miRNA con extensión hacia el extremo 

5’ (pmiRNA). Estos precursores fueron obtenidos a partir de las herramientas e información 

adjuntas en la base de datos de Phytozome v12. 

 

Los pmiRNAs de ambas familias de miRNAs fueron comparados por medio de 

alineamientos múltiples en el programa MAFFT versión 7 (Katoh et al. 2019) 

comprobando que contuvieran la secuencias de miRNA maduros 5p y 3p reportadas 

en sRNAanno. 

6.2 Análisis de conservación en los precursores 

Para evaluar el grado de conservación nucleotídica en los pmiRNAs de miR160 y 

miR393 en ambas especies de plantas, las secuencias se alinearon utilizando Clustal 

W (Thompson et al., 1994). Posteriormente, se elaboró una reconstrucción 

filogenética mediante MEGA versión 11 (Tamura et al., 2021) utilizando el método 

estadístico de máxima verosimilitud y el modelo de sustitución Hasegawa-Kishino-

Yano (HKY). El número de reiteraciones fue de 500 y el valor del soporte del nodo 

(Bootstrap) igual a 100 ya que es un porcentaje de las reiteraciones, los campos 

restantes fueron elegidos por defecto. 

6.3 Identificación de marcos de lectura abiertos (ORFs) 

La identificación de ORFs en las secuencias de pmiRNAs, se realizó mediante la 

herramienta bioinformática ORF Finder de la colección de programas Sequence 
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Manipulation Suite (SMS) versión 2 (Stothard, 2000). Como parámetros, se generaron 

sólo los ORFs encontrados en la cadena directa, con al menos 5 codones de largo (4 

aminoácidos y codón de paro) empezando por ATG en cualquiera de los 3 marcos de 

lectura posibles.  

6.4 Prueba de sesgo de codón con el programa COUSIN 

Se utilizó el programa Codon Usage Similarity Index (COUSIN) (Bourret et al., 2019) 

para evaluar el sesgo de uso de codón en los ORFs obtenidos de acuerdo con las 

tablas de uso de codón de A. thaliana y P. vulgaris. Los parámetros utilizados en la 

página fueron los mostrados por defecto, seleccionando el código estándar como 

código genético y añadiendo los archivos FASTA que contenían los ORFs. Las tablas 

de uso de codón utilizadas como referencia se obtuvieron de 

https://www.kazusa.or.jp/codon. De acuerdo con el programa, el mejor score en un 

ORF fue aquel que obtuviera un valor más cercano a 1. 

6.5 Prueba de sesgo de codón con CAI 

Se obtuvo el índice de adaptación de codón (CAI) y el índice de adaptación de codón 

esperado (E-CAI) como otro de los ensayos para evaluar el sesgo de uso de codón 

en los ORFs. 

 

Los programas utilizados provienen del servidor CAIcaI (Puigbò et al., 2008). Primero, 

a partir de CAI calculation se generó el CAI para cada uno de los ORFs y después se 

obtuvo el valor de E-CAI (Puigbò et al., 2008) por cada grupo de ORFs que 

pertenecían a un mismo precursor. 

 

Todos los parámetros utilizados fueron los señalados por defecto a excepción del 

código genético donde se seleccionó el estándar, se añadieron los archivos FASTA 

con los ORFs y las tablas de uso de codón se extrajeron de 

https://www.kazusa.or.jp/codon. 

 

El mejor score para este ensayo lo obtuvieron aquellos ORFs (uno por precursor) que 

tenían un valor mayor o igual al E-CAI. El valor de E-CAI se obtuvo por cada grupo 

de ORFs que pertenecían a un mismo precursor. 
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6.6 Análisis de conservación en ORFs 

Se evaluó la conservación en las secuencias peptídicas realizando una 

reconstrucción filogenética utilizando MEGA-X con los ORFs que tuvieran codón de 

paro y extensión fuera de la zona de tallo-asa. El modelo de sustitución fue General 

Reversible Mitochondrial (mtREV) y el método estadístico fue máxima verosimilitud. 

 

La selección de los péptidos candidatos para síntesis y su posterior aplicación se 

realizó con base en las relaciones formadas dentro de la reconstrucción filogenética 

y de acuerdo con 7 criterios: 

 

1.- Si el ORF detectado tenía un codón de paro, es decir, que potencialmente sea una 

proteína completa.  

2.- Si la extensión del ORF se mantenía fuera de la región tallo-asa de los precursores. 

3.- Si el ORF es el primero en el extremo 5’ del precursor. 

4.- Si en la literatura se ha reportado como predicción. 

5.- Si ha sido sintetizado y probado en la literatura. 

6.- Si en la prueba de sesgo de codones con el programa COUSIN presentaba un 

buen score. 

7.- Si en la prueba de sesgo de codones con el parámetro CAI, el valor obtenido era 

mayor al E-CAI (95%) y era el más alto comparado con los ORFs para su mismo 

precursor. 

 

El cumplimiento de cada uno de los criterios sumaba un punto al total. También, se 

tomaron como criterios indispensables que los ORFs candidatos contaran con un 

codón de paro y se encontraran localizados fuera de la zona tallo-asa. Así, el 

candidato con la mayor puntuación para cada tipo de precursor se consideró como el 

más adecuado para su síntesis.  

6.7 Aplicación exógena de miPEPs 

Los péptidos fueron sintetizados por la compañía GenScript (www.genscript.com), 

posteriormente fueron disueltos en DMSO en concentración 1 mM para los 

miPEP160a y miPEP160 7.1, 2 mM para el miPEP160b y 3 mM para el miPEP160 

7.1 ORF 2.  Como control negativo, se utilizó un péptido con el mismo contenido de 

http://www.genscript.com/
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aminoácidos que el miPEP evaluado, pero con un rearreglo generado al azar en la 

secuencia peptídica, estos péptidos son conocidos como “scrambled” (scr) de 

acuerdo con lo descrito por Lauressergues y cols. (2015). Su aplicación en las plantas 

se realizó utilizando una concentración de 0.1 μM. 

6.7.1 Enfermedad del moho gris 

 Se mantuvieron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 (Col-0) en agua 

destilada estéril durante 3 días a una temperatura de 4°C. Posteriormente, las 

semillas germinaron en una mezcla de vermiculita y peat moss (1:2) durante 3 días 

dentro de una cámara de crecimiento con fotoperiodo de 16h luz / 8 h de oscuridad a 

una temperatura de 21°C. Finalmente, las plantas se desarrollaron durante 4 semanas 

en un invernadero con fotoperiodo 12h luz / 12h oscuridad, a una temperatura de 20-

22 °C durante el día y una temperatura de 16°-18°C por la noche (Brazales-Cevallos 

et al., 2022). Para la aplicación de miPEP160a, miPEP160b y sus controles negativos 

(péptidos “scrambled”), las plantas se separaron en 4 grupos independientes a los 

que se les asperjaron los péptidos en las hojas. 

 

Después de 24 hrs a partir de la aplicación de los péptidos, se aplicó Botrytis cinerea 

a manera de aspersión para las plantas destinadas a ensayos de qRT-PCR y por gota 

(6 μL) a las plantas destinadas para la evaluación fenotípica de la infección. La 

concentración de esporas del hongo fue de 5x10^4 en medio líquido de caldo papa 

dextrosa (PDB) de concentración 1.5g / 250mL disuelto en agua destilada estéril. 

 

Las hojas para qRT-PCR se colectaron 12 hrs después de la aplicación del hongo y 

a las 72 hrs se colectaron las hojas con las que se evaluó el fenotipo después de la 

infección. 

6.7.2 Simbiosis fijadora de nitrógeno 

Se incubaron semillas de Phaseolus vulgaris var. G19833 en una cámara de 

crecimiento a 25°C en condiciones de oscuridad. Al tercer día de la germinación, las 

plántulas fueron trasplantadas en macetas con vermiculita estéril y posteriormente 

fueron inoculadas con Rhizobium etli. Los péptidos evaluados (miPEP160 7.1 y 

miPEP160 7.1 ORF2) y sus controles scrambled fueron incorporados 
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respectivamente a las soluciones de riego, que fueron aplicadas cada dos días 

durante 21 días en 20 plantas (por cada péptido), alternando la disolución de los 

péptidos en agua destilada y solución de riego B&D sin nitrato. Durante este tiempo, 

las plantas se mantuvieron en una cámara de crecimiento con ambiente controlado 

de 25°C-28°C y un ciclo de 16h luz / 8h oscuridad (Estrada-Navarrete et al., 2007). 

 

A los 21 días post-inoculación se colectaron las raíces de cada planta por separado. 

Del total de 20 plantas por grupo, las raíces de 6 plantas se destinaron a ensayos de 

qRT-PCR. Con las 14 raíces de plantas restantes, se analizó el fenotipo: número de 

nódulos y perímetro de los nódulos. 

 

El número de nódulos por planta y la medida de su perímetro se obtuvieron por medio 

del análisis fotográfico de los nódulos recolectados de cada raíz distribuidos sobre 

una superficie lisa. A partir de dichas mediciones, se obtuvieron promedios para cada 

condición y sus respectivos errores estándar.  

6.7.3 Actividad de la enzima nitrogenasa 

Se evaluó la actividad de la enzima nitrogenasa como una característica fenotípica de 

las plantas colectadas. La actividad de dicha enzima se midió de manera indirecta por 

medio de la relación acetileno/etileno cuantificada mediante cromatografía de gases, 

utilizando un cromatógrafo modelo Varian 3300. Como primer paso, se extrajeron 2 

mL de aire de cada frasco que contenía raíces noduladas, posteriormente se 

inyectaron 2 mL de acetileno en cada uno, homogeneizando su atmósfera e 

incubando por ~45 minutos. Finalizado el tiempo de incubación, se tomaron 0.4 mL 

de gas por frasco para inyectarse en el cromatógrafo y obtener los volúmenes de 

acetileno y etileno. 

6.8 Diseño de primers para qRT-PCR 

Se diseñaron primers para los precursores de miR160 y blancos ARF10 

(AT2G28350.1, Phvul.005G134500.1), ARF16 (AT4G30080.1) y ARF17 

(Phvul.009G026200.1) (Ver anexo 12.4) para ambas especies de plantas con el 

propósito de amplificar los transcritos a través de ensayos qRT-PCR. 
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El diseño de los precursores de miR160 se realizó utilizando la plataforma 

Primer3plus, especificando el tamaño de los amplicones en un rango de 80 a 200 pb, 

cuidando que éstos amplificaran un fragmento en el 5’ del pmiRNA lo más cercano al 

comienzo de la secuencia miR160. La formación de dímeros y la temperatura de 

fusión (T°m) se evaluaron con Multiple Primer analyzer de Thermo Fisher Scientific®. 

Finalmente, la especificidad de los primers se verificó con BLAST-N, buscando que la 

plataforma arrojara un solo resultado correspondiente al precursor a amplificar contra 

su respectiva base de datos genómica: Phaseolus vulgaris v2.1 o Arabidopsis thaliana 

TAIR10, con los parámetros por defecto a excepción del tamaño de palabra, reducido 

a 7 (adaptado a las secuencias más cortas) y sin filtro de e-value. 

 

En el diseño de primers para los blancos se cuidó la especificidad intentando en la 

medida de lo posible que los primers se mapearan en la región 3’ UTR del transcrito 

y sobrelaparan un intrón para diferenciar el cDNA con el DNA genómico. Para 

establecer el tamaño del amplicón, la T°m y evitar la formación de dímeros se siguió 

el mismo procedimiento que para los primers de los precursores, realizando una 

verificación final con BLAST-N en la base de datos correspondiente. 

6.9 Extracción de RNA total 

Para la extracción de RNA, se colectaron hojas de A. thaliana Col-0 y raíces de P. 

vulgaris G19833. El RNA se extrajo a partir de 50 mg de cada muestra con el uso del 

kit Norgen Total RNA purification plus kit (#48300, 48400) de Norgen Biotek Corp, 

siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posteriormente se cuantificó y evaluó 

la pureza del RNA por nanodrop y se evaluó la integridad de éste por medio de una 

electroforesis de gel desnaturalizante al 1% de agarosa y 0.5% de una solución de 

hipoclorito de sodio comercial (Cloralex). 

6.9.1 Cuantificación de la acumulación de miRNA160 y sus mRNAs blancos 

mediante PCR cuantitativa (qRT-PCR) 

Se cuantificó la abundancia de miR160, sus precursores (pmiRNAs) y los mRNAs 

blancos (ARFs) en cada una de las muestras obtenidas a partir de la aplicación de los 

miPEPs, para ello se llevaron a cabo ensayos de qRT-PCR. El primer paso fue la 

síntesis de la primer hebra de cDNA a partir del RNA utilizando una transcriptasa 
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reversa. Sin embargo, esta enzima requiere de un oligonucleótido inicial para 

comenzar a generar el cDNA, los microRNAs al carecer de una cola poli-A y tener un 

tamaño pequeño (21-22 nt) generan limitantes para su retrotranscripción, es por ello 

que utilizamos la metodología stem-loop RT-PCR (Varkonyi-Gasic et al., 2007) para 

poder detectar a miR160 en este trabajo.  

 

La técnica stem-loop qRT-PCR emplea un primer RT constituido por una secuencia 

universal y una secuencia de 6 nucleótidos al extremo 3’, específica y complementaria 

del miRNA de interés. Esto permite que la secuencia mencionada se una al miRNA y 

reclute a la transcriptasa reversa, la cual sintetiza la secuencia complementaria 

restante del miRNA. Este procedimiento se puede acoplar a la retrotranscripción de 

los mRNA en la misma muestra al añadir oligo dT a la reacción.  

 

Para la etapa de qPCR se diseñó un primer forward conformado por la secuencia del 

miRNA a excepción de los últimos 6 nucleótidos, también le fueron agregados 5 

nucleótidos previo a la secuencia del miRNA para incrementar la T°m. El primer 

reverse es específico para la región stem-loop universal, generando amplificaciones 

a partir de esta secuencia. El resto de los mRNA fueron amplificados utilizando los 

primers específicos diseñados para estas secuencias. En cada uno de los pozos se 

agregó la mezcla de enzima y el fluoróforo SYBR green, que se intercala en el DNA 

cuando se forma una doble cadena. La fluorescencia emitida es detectada ciclo a 

ciclo por el termociclador de PCR en tiempo real, percibiendo así la acumulación de 

los diferentes transcritos. 

 

Ya que los datos serían analizados por método comparativo de Ct (umbral de ciclos, 

por sus siglas en inglés) para cuantificación relativa, también se amplificaron genes 

con expresión constante reportada (genes de referencia) que permiten normalizar la 

abundancia del gen de interés. Como calibrador para miR160 se eligió al small 

nucleolar RNA U6 (AT5G51170) y se comparó su abundancia con miR164a en ambas 

interacciones. Para precursores y blancos de A. thaliana se seleccionaron CF-150 

(AT1G72150) y UBQ10 (AT4G05320), mientras que para P. vulgaris se utilizaron 

UBQ9 (Phvul.006G110100) y HSP (Phvul.001G039700.1) como genes de referencia. 

En este método, se compara el Ct de la secuencia de interés contra el Ct de la 

referencia correspondientes a cada tratamiento (2−(𝐶𝑇 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜−𝐶𝑇 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎)) 
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(Schmittgen & Livak, 2008). El número de réplicas biológicas establecidas para los 

análisis fue igual a 3. 

 

Una vez obtenidos los resultados, se aplicó la prueba estadística U-de Mann Whitney 

para comparar dos grupos de datos con un intervalo de confianza del 95%. En este 

caso, se comparó la abundancia de los diferentes transcritos a partir del tratamiento 

con un péptido o su control scrambled y, de esta manera, se analizó si lo péptidos 

tenían efecto o no. 

7. Resultados  

7.1 Conservación nucleotídica en secuencias precursoras 

A partir de la búsqueda en fuentes bibliográficas y bases de datos como sRNAanno, 

miRBase22 y mirEX, se obtuvieron en total 12 secuencias precursoras (pmiRNAs) de 

miR160 y miR393 en ambas especies de plantas: Para P. vulgaris se identificaron 4 

secuencias de miR160 y 3 de miR393, mientras que para A. thaliana se registraron 3 

secuencias para miR160 y 2 de miR393. 

 

Para evaluar la conservación de secuencias nucleotídicas entre los precursores de 

ambas familias de miRNA, se construyó un dendrograma a partir de las 12 secuencias 

precursoras encontradas. Se observa que todas las secuencias precursoras de 

miR160 forman un clado separado de las secuencias precursoras de miR393. Este 

primer clado tiene un alto valor de soporte (Bootstrap = 100), mientras que en el 

segundo no es claro el nivel de soporte (Figura 6). 

 

Cabe destacar que el precursor de miR160 Chr 7.1 en P. vulgaris (pmiR160 Chr07.1 

Pvu en la Figura 6) se encuentra en el clado de precursores miR160 de A. thaliana 

(pmiR160abc Ath) en lugar de localizarse en el clado de precursores de su misma 

especie. 
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Figura 6.  Dendrograma de secuencias nucleotídicas de los precursores (pmiRNAs) de las 

familias miR160 y miR393 en Arabidopsis thaliana (Ath) y Phaseolus vulgaris (Pvu). La 

reconstrucción filogenética se obtuvo utilizando el programa MEGA-X; máxima verosimilitud 

como método estadístico y como modelo de sustitución Hasegawa-Kishino-Yano (HKY). Los 

números en la base de la dicotomía de las ramas representan los valores de Bootstrap 

obtenidos después de 500 reiteraciones (normalizado a 100).  

 

7.2 Identificación de los miPEPs generados por precursores de miR160 y 

miR393 y elección de candidatos para síntesis 

7.2.1 Identificación de ORFs en los precursores de miRNAs en A. thaliana 

En A. thaliana se obtuvieron 17 posibles marcos de lectura abiertos (ORF), a partir de 

los precursores de miR160a, miR160b y miR160c: 11 en pmiR160a, 3 en pmiR160b 

y 3 en pmiR160c (Tabla 1). De acuerdo con los 7 criterios considerados para la 

elección de candidatos a síntesis, el candidato elegido en el precursor de miR160a 

fue pmiR160a_ORF_M2O1, sumando 5 puntos en total. En el precursor de miR160b 

fue pmiR160b_ORF_M3O1 con 5 puntos y para el precursor de miR160c fue 

pmiR160c_ORF_M3O1, que también obtuvo una puntuación de 5. 

 



 

36 
 

Tabla 1. Matriz de puntuación con diferentes criterios para selección de marcos de lectura 

abiertos (ORFs) detectados en los precursores de miR160a (pmiR160a), miR160b 

(pmiR160b) y miR160c (pmiR160c) de A. thaliana.  Los criterios cumplidos por cada ORF 

suman un punto al total.  

 

Nombre del ORF ORF 

con 

codón 

de 

paro* 

Ubicación 

fuera del 

tallo-asa* 

Primer 

ORF en el 

precursor 

Reportado 

como 

predicción** 

Probado 

experiment

almente** 

Mejor 

score en la 

prueba 

con 

COUSIN 

Mejor 

score 

de CAI 

(>E-

CAI 

95%) 

Total 

pmiR160a_ORF_M1O1 ✔ ✔       ✔   3 

pmiR160a_ORF_M1O2 ✔ ✔ 
    

✔ 3 

pmiR160a_ORF_M1O3 ✔ 
      

1 

pmiR160a_ORF_M1O4 
       

0 

pmiR160a_ORF_M2O1 ✔ ✔ ✔ ✔     ✔ 5 

pmiR160a_ORF_M2O2 
       

0 

pmiR160a_ORF_M3O1 ✔ ✔ 
    

✔ 3 

pmiR160a_ORF_M3O2 ✔ ✔ 
     

2 

pmiR160a_ORF_M3O3 ✔ 
      

1 

pmiR160a_ORF_M3O4 ✔ 
      

1 

pmiR160a_ORF_M3O5 ✔             1 

pmiR160b_ORF_M2O1 ✔ ✔           2 

pmiR160b_ORF_M2O2 ✔ 
    

✔ 
 

2 

pmiR160b_ORF_M3O1 ✔ ✔ ✔ ✔ ✔     5 

pmiR160c_ORF_M1O1 ✔         ✔   2 

pmiR160c_ORF_M3O1 ✔ ✔ ✔ ✔     ✔ 5 

pmiR160c_ORF_M3O2 ✔             1 

Nota: M = Marco de lectura (1, 2 o 3), O = ORF.  

*Criterios indispensables que deben cumplir los ORFs candidatos **Lauressergues et al. 2015. 

 



 

37 
 

Con respecto a los ORFs detectados en los precursores de miR393a y miR393b en 

A. thaliana, sólo se obtuvieron tres: 1 en pmiR393a y 2 en pmiR393b. Sin embargo, 

ninguno de estos se localizaba fuera de la zona tallo-asa del precursor, además, todos 

presentaban ausencia de codón de paro. Dadas estas características, se descartaron 

como posibles miPEPs, por lo que no se aplicó el resto de los criterios de selección 

en ellos.  

7.2.2 Identificación de ORFs en los precursores de miRNAs en P. vulgaris 

Se encontraron un total de 39 ORFs a partir de los precursores de miR160 Chr 01, 

miR160 Chr 07, miR160 Chr 7.1 y miR160 Chr 03: 7 pertenecientes a pmiR160 Chr 

01, 7 de pmiR160 Chr 07, 9 de pmiR160 Chr 7.1 y 16 de pmiR160 Chr 03 (Tabla 2).  

 

De acuerdo con los criterios considerados para elección de candidatos a síntesis, el 

candidato para el precursor de miR160 Chr1 fue pmiR160_Chr01_Pvu_ORF_M2O1 

con 5 puntos, en pmiR160 Chr7 hubo equivalencia de 4 puntos entre 

pmiR160_Chr07_Pvu_ORF_M1O1 y pmiR160_Chr07_Pvu_ORF_M3O1, mismo 

caso en pmiR160 Chr7.1 con pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF_M3O1 y 

pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF_M3O2. Por último, hubo equivalencia de 3 puntos 

entre cuatro candidatos de pmiR160 Chr3. 

 

Tabla 2. Matriz de puntuación con los criterios para selección de marcos de lectura abiertos 

(ORFs) en los precursores de miR160 Chr 01, miR160 Chr 07, miR160 Chr 7.1 y miR160 Chr 

03 de P. vulgaris. Los criterios cumplidos en cada ORF suman un punto al total.  

 

Nombre del ORF ORF con 

codón de 

paro* 

Ubicación 

fuera del 

tallo-asa* 

Primer 

ORF en el 

precursor 

Reportado 

como 

predicción 

Probado 

experimentalmente 

Mejor 

score en 

la 

prueba 

con 

COUSIN 

Mejor 

score 

de 

CAI 

(>E-

CAI 

95%) 

Total 

pmiR160_Chr01_Pvu_ORF 

_M1O1 
✔ ✔ 

    
✔ 3 

pmiR160_Chr01_Pvu_ORF 

_M1O2 

       
0 
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Nombre del ORF ORF con 

codón de 

paro* 

Ubicación 

fuera del 

tallo-asa* 

Primer 

ORF en el 

precursor 

Reportado 

como 

predicción 

Probado 

experimentalmente 
Mejor 

score en 

la 

prueba 

con 

COUSIN 

Mejor 

score 

de 

CAI 

(>E-

CAI 

95%) 

Total 

pmiR160_Chr01_Pvu_ORF 

_M2O1 
✔ ✔ ✔ 

  
✔ ✔ 5 

pmiR160_Chr01_Pvu_ORF 

_M2O2 
✔ ✔ 

    
✔ 3 

pmiR160_Chr01_Pvu_ORF 

_M2O3 

       
0 

pmiR160_Chr01_Pvu_ORF 

_M3O1 
✔ ✔ 

    
✔ 3 

pmiR160_Chr01_Pvu_ORF 

_M3O2 
✔ ✔ 

     
2 

pmiR160_Chr07_Pvu_ORF 

_M1O1 
✔ ✔ ✔ 

   
✔ 4 

pmiR160_Chr07_Pvu_ORF 

_M1O2 
✔ 

      
1 

pmiR160_Chr07_Pvu_ORF 

_M1O3 

       
0 

pmiR160_Chr07_Pvu_ORF 

_M2O1 
✔ ✔ 

    
✔ 3 

pmiR160_Chr07_Pvu_ORF 

_M2O2 

      
✔ 1 

pmiR160_Chr07_Pvu_ORF 

_M3O1 
✔ ✔ 

   
✔ ✔ 4 

pmiR160_Chr07_Pvu_ORF 

_M3O2 

      
✔ 1 

pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF 

_M1O1 

✔ ✔     ✔ 3 

pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF 

_M1O2 

✔      ✔ 2 
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Nombre del ORF ORF con 

codón de 

paro* 

Ubicación 

fuera del 

tallo-asa* 

Primer 

ORF en el 

precursor 

Reportado 

como 

predicción 

Probado 

experimentalmente 
Mejor 

score en 

la 

prueba 

con 

COUSIN 

Mejor 

score 

de 

CAI 

(>E-

CAI 

95%) 

Total 

pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF 

_M2O1 
✔ ✔ 

    
✔ 3 

pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF 

_M2O2 
✔ 

      
1 

pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF 

_M3O1 
✔ ✔ ✔ 

   
✔ 4 

pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF 

_M3O2 
✔ ✔ 

   
✔ ✔ 4 

pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF 

_M3O3 
✔ ✔ 

     
2 

pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF 

_M3O4 
✔ ✔ 

    
✔ 3 

pmiR160_Chr07_1_Pvu_ORF 

_M3O5 

       
0 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M1O1 
✔ ✔ 

     
2 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M1O2 

✔ ✔      2 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M1O3 

✔ ✔     ✔ 3 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M1O4 

✔ ✔      2 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M1O5 

✔     ✔  2 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M2O1 

✔ ✔      2 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M2O2 

✔ ✔      2 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M2O3 

✔ ✔      2 
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Nombre del ORF ORF con 

codón de 

paro* 

Ubicación 

fuera del 

tallo-asa* 

Primer 

ORF en el 

precursor 

Reportado 

como 

predicción 

Probado 

experimentalmente 
Mejor 

score en 

la 

prueba 

con 

COUSIN 

Mejor 

score 

de 

CAI 

(>E-

CAI 

95%) 

Total 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M2O4 
✔ ✔ 

     
2 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M2O5 
✔ ✔ 

    
✔ 3 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M2O6 
✔ ✔ 

     
2 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M2O7 
✔ 

     
✔ 2 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M3O1 
✔ ✔ ✔ 

    
3 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M3O2 
✔ ✔ 

     
2 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M3O3 
✔ ✔ 

    
✔ 3 

pmiR160_Chr03_Pvu_ORF 

_M3O4 
✔ 

      
1 

Nota: M = Marco de lectura (1, 2 o 3), O = ORF.  

*Criterios indispensables que deben cumplir los ORFs candidatos 

 

En los tres precursores miR393, se identificaron un total de 4 ORFs: 1 perteneciente 

a pmiR393 Chr 04, 1 de pmiR393 Chr 01 y 2 de pmiR393 Chr 08. Todos los ORFs se 

localizaron dentro de la zona tallo-asa del precursor y sólo uno de ellos contaba con 

un codón de paro, por lo cual descartamos que alguno de ellos fuera un péptido 

funcional y por ello no les fueron aplicados el resto de los criterios para selección. 

7.3 Conservación peptídica en secuencias de ORFs 

Dado que a pesar de los criterios aplicados para la selección de candidatos aún 

contábamos con 12 ORFs, fue necesario llevar a cabo otro tipo de análisis para tener 

más certeza sobre los péptidos a sintetizar. La búsqueda de conservación en estas 

secuencias peptídicas a través de un alineamiento podía brindarnos información 
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sobre la función ya que, un alto nivel de similitud en las secuencias podría significar 

que hubo una presión de selección para mantener el péptido.   

 

Con el propósito de evaluar si los ORFs generados presentaban algún grado de 

conservación en sus secuencias se generó un dendrograma con las 35 secuencias 

de ORFs que cumplieran con los criterios indispensables (Figura 7). Dos de las 

secuencias fueron descartadas por el programa durante el alineamiento (pre-miR160 

Chr 03 M2O5 y pre-miR160 Chr 01 M2O1) probablemente debido a que son ORFs de 

tamaño reducido y no brindan suficiente información para ser alineados de manera 

consistente con el resto de las secuencias. 

 

Notamos que, desde las ramas más basales del árbol, no existe soporte en las 

relaciones formadas (Bootstrap = 0), sólo hay valores de soporte asociados a las 

ramas terminales. En general, es posible que no existan regiones peptídicas 

conservadas entre las secuencias presentadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Dendrograma que agrupa las secuencias peptídicas de los ORFs seleccionados en 

ambas especies de plantas. Los números en la base de la dicotomía de las ramas representan 

los valores de Bootstrap obtenidos después de 500 reiteraciones.  
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7.4 Aplicación de miPEPs sintéticos 

Con la información obtenida a partir del análisis de filogenia de precursores, de ORFs 

y de las matrices de puntuación, se determinó probar en A. thaliana el miPEP160a 

M2O1 y el miPEP160b M3O1 durante la enfermedad del moho gris. Para P. vulgaris, 

se evaluó el efecto de miPEP160 7.1 M3O1 y el miPEP160 7.1 M3O2 en la simbiosis 

fijadora de nitrógeno. Por convención, a este último miPEP de P. vulgaris se le 

denominará miPEP160 7.1 ORF2.  

7.4.1 Efecto de miPEP160a y miPEP160b en la enfermedad del moho gris 

Para evaluar el efecto de miPEP160a y miPEP160b en la enfermedad del moho gris, 

se asperjaron plantas de A. thaliana de 4 semanas post-germinación con los miPEPs 

a una concentración 0.1 μM. 24 horas después, estas plantas fueron infectadas con 

esporas de B. cinerea. Finalmente, a las 72 horas post-infección, se calculó la 

incidencia y el área de lesión. La incidencia de infección en hojas de A. thaliana se 

definió como la relación entre el número de hojas que desarrollaron síntomas de 

infección y el número de hojas totales por planta infectadas por B. cinerea. Se observa 

que la incidencia de infección cuando se aplica el miPEP160a no difiere 

significativamente de la incidencia resultante al aplicar su control scrambled (scr) 

(Figura 8B).  

 

Por otro lado, para evaluar si el área de lesión por el hongo se modifica al aplicar el 

miPEP160a en las hojas, se midió el área afectada con el programa Image j. Como 

resultado, observamos que el área de lesión cuando se aplica el miPEP160a no 

cambia de manera significativa en comparación con el área de lesión en las plantas 

en las que se aplicó el control scrambled.(scr) (Figura 8A, C) 

 

 

 



 

43 
 

 

Figura 8. Fenotipo de la enfermedad del moho gris al aplicar el miPEP160a y su control 

scrambled (scr). A) Imágenes representativas de las lesiones causadas 72 h después de la 

infección con B. cinerea en hojas de A. thaliana previamente tratadas con los péptidos 

respectivos. Gráficas de violín con puntos que muestran B) la incidencia de infección y C) el 

área de lesión aplicando el miPEP160a y su control scrambled (scr). Cada punto representa 

el valor de cada uno de los datos obtenidos. De acuerdo con la prueba estadística U de Mann-

Whitney (α=0.05), no hay diferencia significativa entre los grupos tratamiento y control (B y 

C).  

 

También, se realizaron pruebas de incidencia y área de lesión con el miPEP160b. A 

continuación, podemos observar que no hay diferencia en la incidencia de infección 

entre las plantas a las que se les aplicó el miPEP y las hojas a las que les fue aplicado 

el control scrambled (Figura 9B). Cabe destacar, que el área de lesión al aplicar el 

miPEP160b disminuye significativamente a comparación del control scrambled (scr) 

(α=0.05) (Figura 9A, C). 
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Figura 9. Fenotipo de la enfermedad del moho gris al aplicar el miPEP160b y su control 

scrambled (scr). A) Imágenes representativas de las lesiones causadas por B. cinerea en las 

hojas de A. thaliana. Gráficas de violín con puntos que muestran B) la incidencia de infección 

y C) el área de lesión aplicando el miPEP160b y su control scrambled (scr). Cada punto 

representa el valor de cada uno de los datos obtenidos. De acuerdo con la prueba estadística 

U de Mann-Whitney (a=0.05) no hay diferencia significativa entre los grupos tratamiento y 

control para la incidencia, mientras que la diferencia es significativa entre los grupos 

tratamiento y control para el área de lesión (α=0.001) (C). Los asteriscos indican un valor p 

inferior a 0.001. 

7.4.2 Acumulación de miR160, pmiRNAs y transcritos blanco en la enfermedad 

del moho gris 

Como se mencionó en la introducción de este trabajo, se ha reportado que los miPEPs 

tienen la capacidad de promover la transcripción de su precursor, permitiendo a su 

vez una mayor acumulación del miRNA maduro y, por lo tanto, un silenciamiento 

mejorado del transcrito blanco. Para determinar si el tratamiento con miPEP160a y 

miPEP160b en hojas de A. thaliana infectadas por B. cinerea tenía un efecto en la 
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acumulación de su miRNA, pmiRNA y transcritos blanco (ARF10 y ARF16) se 

realizaron ensayos de qRT-PCR para medir la abundancia relativa de estos RNAs.  

 

Los resultados mostraron que la aplicación del miPEP160a no influyó en el nivel de 

abundancia de miR160 (Figura 10A). A su vez, se evaluó la abundancia de miR164a, 

un miRNA que tiene como blancos, genes que codifican para factores de transcripción 

de la familia NAC (TAIR, 2021). Se eligió medir este miRNA ya que sabemos que no 

tiene relación alguna con la abundancia de miR160 y así poder probar si la acción 

que ejerce el miPEP160 es específica para miR160. La abundancia relativa de 

miR164a en presencia del miPEP160a no se modifica de manera significativa 

comparándola con el control (Figura 10B). 

 

Por otro lado, también se evaluó si los precursores de miR160 (pmiR160a y 

pmiR160b) se veían afectados en su abundancia relativa con la aplicación del 

miPEP160a. Observamos que la abundancia de los precursores pmiR160a y 

pmiR160b durante cada condición, no es significativamente distinta de la abundancia 

que se obtuvo en los respectivos controles (Figura 10C-D).  

 

Por último, analizamos la abundancia de los transcritos blanco de miR160: ARF10 y 

ARF16 buscando una relación con la abundancia de los RNAs ya mencionados. 

Encontramos que la abundancia de transcritos ARF10 y ARF16 después del 

tratamiento con el miPEP160a no es diferente de manera significativa de las 

mediciones correspondientes aplicando el tratamiento control (Figura 10E-F). 
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Figura 10. Abundancia relativa de miR160, miR164a, pmiRNAs y blancos en hojas de A. 

thaliana colectadas 12 horas después de su aspersión con esporas de B. cinerea y previo a 

la infección, asperjadas con miPEP160a y su control. Gráficas de violín con puntos que 

muestran A) La abundancia relativa de miR160 al aplicar el miPEP160a y su control 

scrambled (scr). B) Abundancia relativa de miR164a al aplicar miPEP160a y su control 

scrambled. Abundancia relativa de C) pmiR160a y D) pmiR160b al aplicar el miPEP160a y su 

control scrambled. Abundancia relativa de los transcritos blanco E) ARF10 y F) ARF16 al 
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aplicar el miPEP160a y su control scrambled. Cada punto en la gráfica representa el valor 

obtenido en una réplica técnica, el número de réplicas biológicas es igual a 3. La diferencia 

en el nivel de abundancia entre tratamiento y control para cada caso no es significativa de 

acuerdo con la prueba estadística U de Mann-Whitney (α=0.05). Los genes de referencia 

utilizados para la normalización en el análisis fueron U6 para miR160 y miR164a, CF-150 y 

UBQ10 para precursores y blancos.  

 

Posteriormente, se evaluó el efecto de la aplicación del miPEP160b sobre la 

abundancia de miR160, pmiRNAs y transcritos blanco, siguiendo el mismo 

procedimiento utilizado al evaluar el miPEP160a.  

 

Se observó que la variabilidad en los datos obtenidos en el tratamiento con el 

miPEP160b control no permite visualizar si existe una tendencia en la abundancia de 

miR160 al aplicar el miPEP160b (Figura 11A). Los datos de abundancia en miR164a 

en general tienen valores similares ya sea durante la aplicación de miPEP160b o su 

control. (Figura 11B). No hay diferencia significativa en la abundancia de miR160 y 

miR164a entre grupos tratamiento y control. 

 

En cuanto a la abundancia de los precursores pmiR160a y pmiR160b hubo una 

tendencia a la baja en ambos durante la aplicación del miPEP160b en comparación 

con los respectivos controles (Figura 11C-D), la prueba estadística utilizada mostró 

que esta diferencia en la abundancia no es significativa. 

 

Por último, para ambos transcritos blanco ARF10 y ARF16 se detectó una disminución 

en la abundancia cuando aplicamos el miPEP160b (Figura 11E-F), tendencia similar 

a la de los pmiRNAs. La diferencia entre tratamiento y control para ambos casos no 

es estadísticamente significativa. 
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Figura 11. Acumulación relativa de miR160, miR164a, pmiRNAs y blancos en hojas de A. 

thaliana colectadas 12 horas después de su aspersión con esporas de B. cinerea y previo a 

la infección, asperjadas con miPEP160b y su control. Gráficas de violín con puntos que 

muestran A) La abundancia relativa de miR160 al aplicar el miPEP160b y su control 

scrambled (scr). B) Abundancia relativa de miR164a al aplicar miPEP160b y su control 

scrambled. Abundancia relativa de C) pmiR160a y D) pmiR160b al aplicar el miPEP160b y su 

control scrambled. Abundancia relativa de los blancos E) ARF10 y F) ARF16 al aplicar el 

miPEP160b y su control scrambled. Cada punto en la gráfica representa el valor obtenido en 

una réplica técnica, el número de réplicas biológicas es igual a 3. La diferencia en el nivel de 

abundancia entre tratamiento y control para cada caso no es significativa de acuerdo con la 

prueba estadística U de Mann-Whitney (α=0.05). Los genes de referencia utilizados para la 
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normalización en el análisis fueron U6 para miR160 y miR164a, CF-150 y UBQ10 para 

precursores y blancos.  

7.4.3 Efecto de miPEP160 7.1 y miPEP160 7.1 ORF2 en la simbiosis P. vulgaris -

R. etli 

Para conocer el efecto de los micropéptidos miPEP160 7.1 y miPEP160 7.1 ORF2 en 

la interacción simbiótica de P. vulgaris con R. etli, estos péptidos y sus respectivos 

controles scrambled (scr) se incorporaron en el riego de las plantas inoculadas con 

dichas bacterias durante 21 días. Las características que se evaluaron al terminar los 

tiempos de aplicación del miPEP160 7.1 y miPEP160 7.1 ORF2 fueron: 

 

• El número de nódulos y su perímetro. 

• La actividad de la enzima nitrogenasa por planta y por peso de nódulos. 

 

Detectamos que, el perímetro de los nódulos al aplicar el miPEP160 7.1 fue menor en 

comparación con el perímetro de los nódulos a los que les fue aplicado el péptido 

control scrambled (Figura 12A-B), esta diferencia es estadísticamente significativa 

(p<0.05). Por otro lado, el número de nódulos al aplicar el miPEP160 7.1 no es 

significativamente distinto del número de nódulos encontrados en las plantas a las 

cuales se les aplicó el miPEP control (Figura 12C). 
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Figura 12. Fenotipo de la simbiosis fijadora de nitrógeno entre P. vulgaris y R. etli al aplicar 

el miPEP160 7.1 y su control scrambled (scr). Los péptidos (concentración 0.1 μM) se regaron 

en las raíces de las plantas inoculadas con R. etli. A) Apariencia de 22 nódulos aleatorios 

(por condición) de una planta representativa del promedio de la condición. Gráficas de violín 

con puntos que muestran B) El perímetro de los nódulos y C) El número de nódulos 

observados al aplicar el miPEP160 7.1 y su control scrambled (scr). Cada punto representa 

el valor de cada dato obtenido. De acuerdo con la prueba estadística U de Mann-Whitney 

(α=0.05) la diferencia entre los grupos tratamiento y control es significativa para el perímetro 

de los nódulos. Por otro lado, no hay diferencia significativa en el número de nódulos entre 

ambas condiciones. El asterisco indica un valor p inferior o igual a 0.05. 

 

Sabiendo que la enzima nitrogenasa es capaz de reducir acetileno en etileno, 

utilizamos esta propiedad como método indirecto para medir su actividad. De esta 

manera, notamos que la actividad de la nitrogenasa por planta y su actividad con 

respecto al peso (g) de los nódulos (actividad por planta/peso seco en gramos) es 

significativamente mayor cuando aplicamos el miPEP160 7.1 que al aplicar su control 

(Figura 13). 

 

Figura 13. Actividad indirecta de la enzima nitrogenasa A) por planta o B) por peso de 

nódulos, aplicando el miPEP160 7.1 y su control scrambled (scr). La diferencia en la actividad 
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de la enzima entre tratamiento y control es estadísticamente significativa de acuerdo con la 

prueba U de Mann-Whitney (α=0.05). El asterisco indica un valor p inferior o igual a 0.05. 

 

Posteriormente, se evaluaron las características fenotípicas en las plantas a las que 

les fueron aplicados el miPEP160 7.1 ORF2 y su control scrambled. Primero, el 

perímetro de los nódulos no cambió significativamente al aplicar el miPEP160 7.1 

ORF2, tal como podemos observar en la Figura 14A. De igual manera, tampoco se 

observó una diferencia significativa entre el número de nódulos obtenidos en ambas 

condiciones (Figura 14B). En este caso, no se presentan las fotografías de los 

nódulos, ya que éstas eran de baja calidad. 

 

Figura 14. Fenotipo de la simbiosis fijadora de nitrógeno entre P. vulgaris y R. etli al aplicar 

el miPEP160 7.1 ORF2 y su control scrambled (scr). Los péptidos (concentración 0.1 μM) se 

aplicaron en el riego de las plantas inoculadas con R. etli. Gráficas de violín con puntos que 

muestran A) El perímetro de los nódulos y B) El número de nódulos observados al aplicar el 

miPEP160 7.1 ORF2 y su control scrambled (scr). Cada punto representa el valor de cada 

dato obtenido. De acuerdo con la prueba estadística U de Mann-Whitney (α=0.05) la 

diferencia entre los grupos tratamiento y control no es significativa en la evaluación de ambas 

características. 

A) B) ´ ´ 
N

ú
m

e
ro

 

c
m

 

´ ´ 



 

52 
 

Asimismo, no se detectaron diferencias significativas entre condiciones en la actividad 

de la enzima nitrogenasa medida tanto por planta (Figura 15A) como respecto al peso 

de los nódulos (Figura 15B). 

 

Figura 15. Actividad indirecta de la enzima nitrogenasa A) por planta o B) por peso de 

nódulos, aplicando el miPEP160 7.1 ORF2 y su control scrambled (scr). La diferencia en la 

actividad de la enzima entre tratamiento y control no es estadísticamente significativa de 

acuerdo con la prueba U de Mann-Whitney (α=0.05). 

7.4.4 Acumulación de miR160, pmiRNAs y blancos en la simbiosis P. vulgaris - 

R. etli 

Debido a que no detectamos un cambio significativo en el fenotipo simbiótico de P. 

vulgaris con R. etli al aplicar el miPEP160 7.1 ORF2, únicamente llevamos a cabo 

ensayos de qRT-PCR en las plantas a las que les fue aplicado el miPEP160 7.1 y su 

control. El miPEP160 7.1 proviene del primer marco de lectura del precursor miR160 

7.1, mientras que el miPEP160 7.1 ORF2 proviene del segundo marco de lectura 

abierto en este mismo precursor. 
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Los análisis de qRT-PCR se llevaron a cabo para medir la abundancia relativa de 

miR160, pmiRNAs y transcritos blanco en las raíces noduladas de P. vulgaris tratadas 

con miPEP160 7.1 y su control scrambled respectivamente. Se encontró que hubo 

una tendencia a una mayor abundancia de miR160 en el tratamiento con el péptido 

miPEP160 7.1. Sin embargo, la diferencia no fue estadísticamente significativa 

(Figura 16A). Medimos también la abundancia relativa de miR164a después del 

tratamiento con miPEP160 7.1 y su control y encontramos que la diferencia no es 

estadísticamente significativa (Figura 16B). 

 

Con respecto a los precursores de miR160, la abundancia relativa de pmiR160a y 

pmiR160b cuando se aplicó miPEP160 7.1 no fue significativamente distinta de la 

abundancia de dichos precursores en sus respectivos controles (Figura 16C-D). 

 

Finalmente, analizamos la abundancia de los transcritos blanco ARF10 y ARF17 al 

aplicar el péptido. En ambos casos observamos una menor abundancia de los blancos 

cuando fue aplicado miPEP160 7.1 en comparación con el control. Sin embargo, la 

diferencia no fue estadísticamente significativa (Figura 16E-F). 
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Figura 16. Acumulación de miR160, miR164a, pmiRNAs y blancos (ARF10 y ARF 17) en las 

raíces noduladas de P. vulgaris al aplicar el miPEP160 7.1 y su control scrambled (scr). 

Gráficas de violín con puntos que muestran A) La abundancia relativa de miR160 al aplicar 

el miPEP160 7.1 y su control scrambled. B) abundancia relativa de miR164a al aplicar el 

miPEP160 7.1 y su control scrambled.  Abundancia relativa de los precursores C) pmiR160a 

y D) pmiR160b. Abundancia relativa de los blancos E) ARF10 y F) ARF17. Cada punto en la 
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gráfica representa el valor obtenido en una réplica técnica, el número de réplicas biológicas 

es igual a 3. La diferencia en el nivel de abundancia entre tratamiento y control para cada 

caso, no es significativa de acuerdo con la prueba estadística U de Mann-Whitney (α=0.05). 

Los genes de para la normalización en el análisis fueron U6 para miR160 y miR164a, UBQ9 

y HSP para precursores y blancos. 

8. Discusión 

 Mediante la búsqueda de precursores encontramos en total 12 secuencias 

precursoras de miRNA (pmiRNAs) de miR160 y miR393 de las especies A. thaliana y 

P. vulgaris. A través de la predicción in silico de miPEPs en ORFs de estos 

precursores, seleccionamos 4 miPEPs para su aplicación exógena. Identificamos si 

los miPEPs 160a, b, 7.1 y 7.1 ORF2 pueden tener actividad regulatoria en las 

interacciones planta-microorganismo, específicamente en la simbiosis fijadora de 

nitrógeno entre P. vulgaris - R. etli y la enfermedad del moho gris.  

8.1 Conservación de precursores 

Encontramos que, en nuestra reconstrucción filogenética, todas las secuencias 

precursoras de miR160 forman un clado estrechamente relacionado y separado de 

las secuencias precursoras de miR393. En un estudio, se había determinado que 

miR160 es un miRNA conservado en plantas, ya que está presente desde el musgo 

Physcomitrella patens hasta las plantas angiospermas, entre ellas A. thaliana (Axtell 

et al., 2007). Dicha conservación del miRNA podría estar relacionada con lo que 

encontramos en los precursores de miR160, ya que también guardan una estrecha 

relación en su secuencia nucleotídica (Bootstrap =100).  

 

Dentro del grupo pmiR160, observamos que las secuencias pmiR160b y pmiR160c 

se agrupan en el mismo clado, mientras que pmiR160a está en el clado hermano. En 

el análisis filogenético realizado por Liu y cols. (2010) utilizando las secuencias tallo-

asa de miR160 en A. thaliana, también llegaron a resultados similares. 

Recientemente, Singh & Singh (2021) reportaron hallazgos parecidos al evaluar 468 

secuencias de miR160 de plantas terrestres, proponiendo por medio de análisis 

adicionales que miR160a es el ancestro del cual se originaron miR160b y miR160c. 

Por otro lado, notamos que, en nuestra reconstrucción, la secuencia pmiR160 Chr 7.1 
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de P. vulgaris no se localiza en la reconstrucción con otras secuencias pmiR160 de 

su misma especie, e incluso se encuentra en el clado hermano de pmiR160a de A. 

thaliana, esto puede sugerir eventos parecidos a los reportados sobre miR160a, b y 

c de A. thaliana. Los precursores pmiR160 Chr 03, Chr 01 y Chr 07 podrían haberse 

originado a partir de eventos de duplicación de pmiR160 Chr 7.1. 

 

Los precursores pmiR393 también se encuentran formando un grupo dentro de la 

reconstrucción. Sin embargo, el valor de soporte del nodo es bajo. Esto puede 

relacionarse con la presencia de indels en las secuencias nucleotídicas recabadas. 

En un análisis realizado en las secuencias de pri-miRNA de M. truncatula, se encontró 

que las regiones más variables en el precursor son la región del promotor y la región 

3’ del pri-miRNA, mientras que el miRNA y su complementario miRNA* están 

altamente conservados (Lauressergues et al., 2015), por lo que esperaríamos 

encontrar que las secuencias precursoras de miR393 formaran una agrupación con 

mayor soporte gracias a la conservación de este fragmento. No obstante, aunque 

comúnmente la región del miRNA sea la más conservada dentro del precursor por la 

presión de selección sobre el miRNA, la conservación general de los miRNAs no es 

una regla. Actualmente su dinámica evolutiva sigue en discusión, porque si bien hay 

miRNAs conservados en las embriofitas (Fahlgren et al., 2010; Wang et al., 2021), 

existen otros casos donde incluso entre especies íntimamente relacionadas como A. 

thaliana y A. lyrata no hay miRnomas “altamente superpuestos” (Fahlgren et al., 2010 

citado por Chávez, R., et al., 2014 pp. 2). 

 

El caso de miR393 es particular, ya que un estudio comparativo de RNAs pequeños 

de 31 especies de plantas se encontró que, aunque miR393 estaba presente en todos 

los linajes de plantas, presentaba variaciones en sus características estructurales 

como tamaño y cambios posicionales en los diferentes grupos (Chávez et al., 2014).  

Podemos inferir que la falta de sustento en el grupo de precursores de miR393 es 

debida a la variabilidad en la secuencia más conservada del precursor que es el 

miRNA.  
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8.2 Identificación y conservación de ORFs 

Analizando la presencia de ORFs dentro de los precursores de miR393, encontramos 

que además de ser muy escasos (ver anexo), éstos no cumplían con los criterios 

indispensables para considerar que realmente fuesen péptidos funcionales. Si 

conjuntamos la información de los ORFs con la relación de los pmiR393 en la 

reconstrucción filogenética de los precursores, podemos suponer que no se generan 

miPEPs funcionales al menos en estas especies de plantas. Esto puede deberse al 

estado evolutivo actual del precursor donde no se ha seleccionado un péptido que lo 

regule. 

 

No obstante, en el trabajo realizado por Ormancey y cols. (2021) sobre identificación 

de miPEPs en A. thaliana, probaron un miPEP potencial inferido de la secuencia del 

precursor de miR393b (miPEP393b) que modula a la baja el crecimiento de las raíces. 

No obstante, entre los miPEPs probados éste no tuvo un efecto contrastante en el 

desarrollo de la raíz comparado con el control. En este caso no fue posible indagar 

más sobre el miPEP393b ya que en el trabajo no se reporta la secuencia de los 

miPEPs probados. Es posible que usaran otras secuencias precursoras derivadas de 

sus diferentes análisis, particularmente la 5’RACE que permite la caracterización de 

los extremos 5’ de los transcritos. Para entender mejor lo que ocurre con los miPEPs 

provenientes de miR393 sería necesario realizar otros análisis para corroborar los 

resultados de este trabajo o bien los resultados reportados en la literatura.  

 

Por otro lado, en los precursores de los miR160 de A. thaliana y P. vulgaris, logramos 

encontrar posibles ORFs que potencialmente codifican para miPEPs; 17 ORFs en A. 

thaliana y 39 en P. vulgaris. Al obtener una gran cantidad de candidatos, fue necesario 

establecer varios criterios de selección para quedarnos sólo con unos cuantos para 

ser aplicados in vivo. Además de los criterios indispensables, sobre todo tomamos en 

cuenta el primer ORF presente en la parte 5’ del precursor, ya que en varios artículos 

se detectó por medio de diferentes ensayos que dicho ORF es el que genera un 

péptido funcional con efecto sobre la transcripción del precursor (Chen et al., 2020; 

Sharma et al., 2020; Lauressergues et al., 2015).  
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También tomamos en cuenta las relaciones encontradas en la reconstrucción 

filogenética de los precursores y la conservación de ORFs. En la primera, vimos que 

pmiR160a de A. thaliana y pmiR160 7.1 de P. vulgaris estaban más relacionados, 

seguidos de pmiR160b y c de A. thaliana. En el análisis de conservación, observamos 

que no se refleja un patrón de conservación notorio entre los diferentes ORFs 

encontrados en los precursores. Sin embargo, pudimos notar que los ORFs pmiR160a 

M2O1 y pmiR160b M3O1 tienen un cierto grado de similitud entre ellos (valor de 

soporte = 49) y pmiR160 7.1 M3O1 aparece más relacionado a un ORF de A. thaliana. 

Con todos estos elementos, consideramos que los ORFs señalados serían los 

mejores candidatos para aplicación. 

8.3 Aplicación de miPEPs sintéticos y análisis de su efecto en la simbiosis P. 

vulgaris - R. etli y la enfermedad del moho gris 

8.3.1 Análisis del efecto de miPEP160a y miPEP160b en la enfermedad del moho 

gris  

En este trabajo, no fue detectado un efecto por parte del miPEP160a en el fenotipo ni 

en la abundancia de transcritos y miR160a después de la infección de B. cinerea en 

A. thaliana. Sin embargo, la aplicación del miPEP160b resultó en un cambio 

significativo del área de lesión generada por el hongo: después de la aplicación del 

miPEP160b había una menor lesión en las hojas, sin alterar la incidencia.  

 

Si bien en los análisis de abundancia derivados del tratamiento miPEP160b la 

variabilidad en los datos obtenidos no permite visualizar si existe una diferencia 

significativa en la abundancia de miR160b, se observó que existe una disminución de 

la abundancia de sus blancos ARF10 y ARF16, similar al efecto documentado en otros 

miPEPs sobre sus transcritos blanco, como miPEP165a, que a mayor concentración, 

la abundancia de sus transcritos blanco PHAVOLUTA (PHV), PHABULOSA (PHB) y 

REVOLUTA (REV) es menor (Lauressergues et al., 2015) o miPEP172c, que 

disminuye la abundancia de su transcrito blanco NNC1 (Couzigou et al., 2016). Sobre 

los precursores evaluados, se esperaba encontrar una mayor abundancia de 

pmiR160b derivado de la aplicación de miPEP160b. Sin embargo, la abundancia fue 

menor en comparación con su control scrambled. Un trabajo reciente encontró que 

existen otras formas de procesamiento para los precursores de miRNAs, donde 
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poblaciones de transcritos precursores pueden no contener el miRNA y miRNA*, y en 

su lugar estar conformados por la secuencia que contiene el miORF, o incluso pueden 

estar empalmados alternativamente (Lauressergues et al., 2022). Si tales poblaciones 

existen para el precursor miR160b, podría existir una fuga importante de transcritos 

durante la detección realizada en este trabajo, ya que, al momento de hacer los 

análisis, nos enfocamos en detectar el precursor convencional (Precursor mínimo del 

extremo 5’ lo más cercano al miRNA sin tomar en cuenta los ORFs). 

 

Sobre el efecto de miPEP160b en el área de lesión, se ha reportado mediante 

secuenciación profunda de miRNAs que miR160 puede ser regulado al alza en 

presencia de patógenos bacterianos (Fahlgren et al., 2007). A su vez, se ha descrito 

el papel de miR160 en la deposición de calosa ante el tratamiento de A. thaliana con 

flg22 por medio del silenciamiento de sus transcritos blanco ARFs, indicando un 

aumento en la deposición de calosa inducido por PAMP (Li et al., 2010). El depósito 

de calosa entre la pared celular y membrana plasmática, y su deposición en los 

plasmodesmos, puede funcionar como un mecanismo de defensa físico y químico al 

formar una barrera, dificultando así la entrada por parte de patógenos invasores (Finiti 

et al., 2013; Wang et al., 2021). Cabe destacar que la deposición de calosa no sólo 

se ha reportado como una respuesta ante patógenos bacterianos, sino también en 

respuesta al ataque de hongos en los sitios donde el hongo intenta penetrar las 

células epidérmicas (Ellinger & Voigt, 2014). En el caso de la enfermedad del moho 

gris, se reportó que el aumento de calosa en hojas de A. thaliana cuando la planta es 

infectada por B. cinerea contribuye a una menor propagación del hongo (Finiti et al., 

2013).  

 

En nuestro caso, la abundancia elevada de miR160 inducida por miPEP160b podría 

estar reduciendo la infección causada por B. cinerea vía la represión de los ARFs, 

causando la deposición de calosa en la pared celular de las células vegetales como 

un mecanismo de defensa para evitar su propagación. Este fenómeno explicaría 

porqué la incidencia de infección no cambia cuando se aplica el miPEP160b 

comparado con el control scrambled, pero sí cambia el área de lesión, debido a un 

menor esparcimiento del hongo a causa del depósito de calosa. 
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Dada la intervención de las auxinas en una gran cantidad de procesos fisiológicos en 

las plantas, no se puede descartar que existan otras señales moleculares que 

permitan la disminución del área de lesión durante la enfermedad del moho gris, como 

la señalización ejercida por el ácido salicílico, que en la infección causada por el 

hongo Phytophtora infestans en la papa, mantiene una señalización coordinada con 

las auxinas para generar una respuesta de defensa (Natarajan et al., 2018). 

8.3.2 Análisis del efecto de miPEP160 7.1 y miPEP160 7.1 ORF2 en la simbiosis 

fijadora de nitrógeno entre P. vulgaris - R. etli 

No detectamos una diferencia en el número y perímetro de los nódulos de las plantas 

a las que les fue aplicado el miPEP160 7.1 ORF2, tampoco encontramos diferencias 

en la actividad de la enzima nitrogenasa, lo que interpretamos como un efecto nulo 

del péptido en la simbiosis P.vulgaris - R. etli. Sin embargo, en un trabajo reciente de 

Lauressergues y cols. (2022) se encontró que al expresar los péptidos subsecuentes 

del primer ORF localizados en pri-miRNAs de A. thaliana, éstos aumentaban la 

abundancia del pri-miRNA correspondiente de la misma manera que el péptido 

generado por el primer ORF. En este caso, podría ser que la diferencia en los 

métodos, las especies o la distancia que existe de un ORF a otro, generen diferencias 

entre lo encontrado en la literatura y en este trabajo. 

 

La aplicación del miPEP160 7.1 tuvo un impacto en el desarrollo del nódulo, ya que 

el perímetro fue menor con el tratamiento. Las auxinas, están involucradas en la 

nodulación de las plantas leguminosas (Subramanian et al., 2008; Turner et al., 2013), 

por lo que se han hecho diferentes estudios sobre cómo intervienen las moléculas 

implicadas en la señalización y homeostasis de auxinas durante la nodulación. Turner 

y cols. (2013), mediante una construcción con el promotor sintético DR5 inducible por 

auxinas y la secuencia para la expresión de la proteína fluorescente tdT, compararon 

la respuesta a auxinas durante la formación de los primordios nodulares con la 

respuesta durante el desarrollo de raíces laterales, sus hallazgos sugieren que hay 

niveles bajos de auxinas durante la formación de los primordios nodulares. Más tarde, 

en nódulos maduros, no se detecta la respuesta a auxinas en la zona de infección y 

se restringe a la zona vascular.  
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Se ha encontrado que ciertos miRNAs están regulados diferencialmente durante la 

interacción leguminosa - rizobio. Entre estos, miR160 se encontraba regulado a la 

baja desde la inoculación hasta 12 horas después en la simbiosis G. max - B. 

japonicum (Subramanian et al., 2008). En otro trabajo con estas especies, se 

analizaron nódulos emergentes y maduros por separado, encontrando que miR160 

se encuentra regulado a la baja en los primeros, pero su abundancia es alta en los 

nódulos maduros, por lo que se propone que, para un adecuado desarrollo de los 

nódulos, la abundancia de miR160 debe ser baja en un inicio. Además, la diferencia 

de abundancia en los nódulos emergentes y maduros indica que la regulación de los 

ARFs por miR160 depende de la etapa del desarrollo del nódulo, ya que se detectaron 

distintas respuestas a diferentes tiempos durante la nodulación (Nizampatnam et al., 

2015). 

 

En este trabajo, la aplicación del péptido miPEP160 7.1 durante la simbiosis P. 

vulgaris - R. etli cada dos días, desde el día 5 post-inoculación hasta los 21 días post-

inoculación, podría estar alterando el desarrollo normal de los nódulos debido a un 

alto nivel de abundancia de miR160 en los estadíos iniciales y en las etapas 

subsecuentes, reduciendo las señales dependientes de la espacio-temporalidad del 

miRNA, ocasionando un desarrollo atípico en los nódulos disminuyendo su perímetro. 

 

Por último, detectamos un aumento significativo en la actividad de la enzima 

nitrogenasa al aplicar el péptido, esta respuesta podría ser consecuencia de una 

mayor eficiencia en la colonización de los rizobios, como se ha reportado para 

miRNAs como miR167 en G. max (Tiwari et al., 2020). Sin embargo, se ha reportado 

que la colonización de los pelos radicales y el rizado de éstos en plantas mutantes 

que sobre expresan miR160 durante la nodulación no cambia en comparación con los 

controles (Turner et al., 2013). Incluso se ha visto un aumento en el número de hilos 

de infección que llegan a las células corticales en plantas con imitadores de blanco 

en tándem corto (STTM) que inhiben la actividad de este miRNA (Nizampatnam et al., 

2015). La diferencia de efectos podría estar dada por las especies estudiadas, ya que 

dichos trabajos abordaron la simbiosis entre G. max - Bradyrhizobium japonicum y en 

nuestro caso la simbiosis entre P. vulgaris - R. etli. En ésta última, será necesario 

corroborar el fenotipo observado y a su vez realizar otra serie de ensayos para 
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conocer cuáles son los mecanismos que subyacen un aumento en la actividad de la 

nitrogenasa relacionado con la aplicación del miPEP160 7.1. 

9. Conclusiones 

En este trabajo, analizamos la conservación de las secuencias nucleotídicas de los 

precursores de miR160 y miR393 en A. thaliana y P.vulgaris, e identificamos que los 

precursores miR160 se encuentran agrupados en un mismo clado con un alto valor 

de soporte (Bootstrap = 100) lo cual concuerda con la conservación de su miRNA. En 

el caso de miR393 vimos que la relación entre precursores no es clara aun cuando el 

miRNA maduro está presente en varios grupos de plantas, lo que puede deberse a 

variaciones en las características estructurales del miRNA maduro. 

 

Encontramos que los precursores de miR160 y miR393 en P. vulgaris y A. thaliana 

contienen marcos de lectura abiertos con potencial para generar miPEPs. Sin 

embargo, se consideró que los escasos ORFs detectados en pmiR393 mediante 

predicción in silico no generan miPEPs. Caso contrario de los precursores miR160, 

en los cuales se identificó una gran cantidad de ORFs en ambas especies de plantas. 

Los ORFs que cumplían con los criterios indispensables no reflejaban un patrón 

general de conservación entre ellos, por lo que probablemente muchos de ellos no 

generan miPEPs funcionales. 

 

Mostramos que existe un efecto al aplicar algunos miPEPs en las interacciones P. 

vulgaris – R. etli y A. thaliana – B. cinerea: La aplicación del miPEP160b redujo el 

área de lesión causada por B. cinerea en A. thaliana, posiblemente potenciando un 

mayor depósito de calosa en la planta, lo que aumentaría su resistencia a la infección. 

Por otro lado, la aplicación del miPEP160 7.1 lleva a la disminución del perímetro de 

los nódulos formados por la simbiosis P. vulgaris – R. etli, y a su vez, se registró un 

aumento en la actividad de la enzima nitrogenasa.  

 

Con lo visto en este trabajo, probamos que los precursores de miRNAs pueden 

contener secuencias que codifican miPEP con efecto durante las interacciones 

planta–microorganismo, que pueden ser tanto benéficas como perjudiciales para las 

plantas. Esta investigación, puede ser un punto de referencia para nuevos trabajos 
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ya que no se había probado con anterioridad la aplicación de los miPEPs en el modelo 

de interacción planta - patógeno. Por otro lado, referente a la simbiosis mutualista, se 

desconocía el efecto de la aplicación del miPEP160 en el modelo P. vulgaris – R. etli, 

dadas las respuestas que observamos en este modelo, es necesario llevar a cabo 

pruebas adicionales que puedan brindar mayor información sobre los procesos 

específicos que causan los efectos observados. 

 

Figura 30. Regulaciones propuestas para el miPEP160 a partir de los resultados obtenidos 

en este trabajo. 

 

10. Perspectivas 

• Aplicar otras técnicas como la RACE (amplificación rápida de los extremos de 

cDNA) para la detección experimental de las secuencias completas de los 

transcritos precursores. 

• Ampliar el análisis de conservación de precursores a más especies para 

robustecerlo. 

• Indagar a fondo sobre la conservación de ORFs analizando sólo los primeros 

ORFs más cercanos al extremo 5’ dentro de cada precursor. 

• Detectar mediante western blot o ELISA (Ensayo inmunoabsorbente ligado a 

enzimas) si los péptidos probados se traducen en las plantas estudiadas. 
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• Realizar ensayos para probar si existe una mayor deposición de calosa en las 

plantas infectadas a las que les fue aplicado miPEP160b comparado con los 

controles. 

• Analizar a través de microscopía si al aplicar el miPEP160 7.1 los nódulos de 

P. vulgaris contienen una mayor cantidad de bacteroides. 

• Diseñar ensayos in vitro aplicando el miPEP160b en B. cinerea y el miPEP160 

7.1 en R. etli para analizar si estos péptidos tienen un efecto directo sobre el 

crecimiento o desarrollo de estos organismos. 
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12. Anexos 

12.1 Secuencias de miRNA, precursores y IDs de transcritos blanco de miR160 

y miR393 

Nombre Secuencia o identificador 

Ath_miR160a TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA 

Ath_miR160b TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA 

Ath_miR160c TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA 

Ath_miR393a TCCAAAGGGATCGCATTGATCC 

Ath_miR393b TCCAAAGGGATCGCATTGATCC 

Ath_pmiR160a      CCACCCTTAATTGTTTTATATAAACCATTTCTCCTCCTCTCTCCATCACCTTCAATCTCTCTCGATCTCTCTCTGGATC 

CCCAATCTCACCTCCATGTTTTGTTTGTTGATTCCCATCTTCTCTTTTGTCTTTTCACCAAATCGTCATTTAAGGCTTC 

AAGAACAGTAACCCCAATTCCTCCACAAGAGGGAGAGAAAACAAAAGATCTTCCAATTCCATTCTCGTACATGCAAA 

TCACAATCCATGCCATAGATTGTTTCTATTCCTCCTTATTTATTGCTTGTATCTGTTCATGCATGGACCAGGTGGAGA 

GAGCATTACTTAAAAATAGAATTAGCTATCTGTTTTAGGCGAATTAGTTTCCTTACATAACCATGTATATGTCATGAC 

GCATATACATATGTAGATGTATATGTATTATATATGTATGCCTGGCTCCCTGTATGCCATATGCTGAGCCCATCGAGT 

ATCGATGACCTCCGTGGATGGCGTATGAGGAGCCATGCATATCCTCATACATATATAA 

Ath_pmiR160b ATAACTCTCCCCAAATTCTTGACCAAAAATATCCGCCACTTTCTCTCTGGTTCATGTTTTCCCCTCAATGAAATACATA 

CACATTTTGATTTTATTTAAATCAAGATCGACGTATAAGCTATCCACCAATCATACTTAAGGGTTCCCGTATACATATA 

TACTATATATATATATGGAATAATAGTCGTGCCTGGCTCCCTGTATGCCACAAGAAAACATCGATTTAGTTTCAAAATCGATC

ACTAGTGGCGTACAGAGTAGTCAAGCATGACCAAAGC 

Ath_pmiR160c AAAACTCTTCAACATTTCTCTCTGACTACTTCATTTCCTCTTCCCAACAGTTAAAAAAAGTTCTGATTCGATTCAAGCCAAGAT 

CCACGTATAAAGATATGTTCATGCGTAGAGGTTTGGTATACAACAATATATACATATAATAGTTTGTCGTTATGCCTGGCTCC 

CTGTATGCCACGAGTGGATACCGATTTTGGTTTTAAAATCGGCTGCCGGTGGCGTACAAGGAGTCAAGCATGA 

Ath_pmiR393a GACAAAAACCACATTGCTCTCAACTTTTAGAGTGAGAGAGAGATAGAGAGTTGAACAAATTCTTCATAGCAACTAGAGGAAG 

GATCCAAAGGGATCGCATTGATCCTAATTAAGGTGAATTCTCCCCATATTTTCTTTATAATTGGCAAATAAATCACAAAAATTT 
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GCTTGGTTTTGGATCATGCTATCTCTTTGGATTCATCCTTCGG 

Ath_pmiR393b ATCAAAGGCCTTCGAGAAAATTAAAACACCATTGCTCCCACCTTGAAAGAGAGAGAGTTCTTCACAGCAACTAGAGAAAGG 

ATCCAAAGGGATCGCATTGATCCTAATTAAGCTGATTTATTCCCCAATAATTGTTTTTTTTTTCCTTCTCAATCGAAAGATGG 

AAGAAAAACAAATTCCAAACATTTTGCTTACTTTTCCGGATCATGCGATCTCTTTGGATTCATTCTTTGG 

Ath_ARF10 AT2G28350.1  

Ath_ARF16 AT4G30080.1 

Pvu_miR160_C

hr01 

TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA 

Pvu_miR160_C

hr07 

TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA 

Pvu_miR160_C

hr07.1 

TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA 

Pvu_miR160_C

hr03 

TGCCTGGCTCCCTGAATGCCA 

Pvu_miR393_C

hr04 

TTCCAAAGGGATCGCATTGATC 

 

Pvu_miR393_C

hr01 

TCCAAAGGGATCGCATTGATCC 

Pvu_miR393_C

hr08 

TCCAAAGGGATCGCATTGATCC 

Pvu_pmiR160_

Chr01 

TTGAAAAAGTAAAGTAGGGAACAGAAAAAGAGAGAGACAAGGTAGGTTCAGGTAGAATTATTTACAAAGTTAGCTTTGCT 

TCATGCCAAATTGCTAGCTTCTTAGTTGTTTCCCAAGTTAAAACAGTAGCCAAAGGGTTGTAGGGGTGTTTTTGTCATTTG 

GGAGACATGGAAGGACTTGTGTTCCTTCATGCTGTATATATATAACATGCTGTTCAATTGCTTCTACCTCATAGATATTACT 

TGCAAACCATTTTTAGCTTCAGCACCACCAATTATCTGATCTGGTCATCTCTATGCATCTCACCTTCTTCCATGTTAGTGAG 

ATAAATATGGCTATCTTTACATTTGGTTTTATATATTACTATTAGCATACTTGGCGTGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGC 

AGAGCCCATCAGAACAGTGATGGCCTTAACTAATGGCGTGCGAGGAGTCATGCATGTTGTTGTGTG 

Pvu_pmiR160_

Chr07 

GAGAGTTTAAAAAGGTTGGAAAAAGACATGGTCTTCCACCTAAAGTATTTTCAAAGCTACCTACACTTGATGCCAAAT 

TCCCAACTTTAAAGCTGCTTGGTTGTTTTGCAAGTAGAAAACAGTAGCCTATGCAACTAAGAGGGACCCTTTTTGTCC 

TTTTGGTTGTGAACTTTAGATTTTGGAGCACACTTTCTTTCCTTTTATTGTATATATGCTCCTCACTTAATTCCTCCA 

CCTAGCTTGGATCGCTTTCAGATCACATCCTGCACAATCTTCACTCAAGATCAACGGGTACCTTCTGCTTAATTGCAT 

CTTACATTTCTTAGCATATCTGTGCATATACATATCATCATCATCATCATCATCGTCATCTTCCATCTTCTGCATGTT 

GCTCAAGGAAGTAACCTTTGTTGTGTTGTGTGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGTTGACCCCATCACAATGGTCATG 

GCCTTACCAAATGGCGTATGAGGAGTCATGCATGCTGTATTGCT 

Pvu_pmiR160_

Chr07.1 

TTGCAGACAAAATGAGCTTCAGAGAAGAGCAAAAGCACACTTAGCTTTACGACCCAGAAAAGGAGATTTCAAACAACA 

TAAGTCTAGCTTAGGAAATTGCGTGGTTAGTAACCCAACCCCATTCCATTTCTCTCTCATAACTCTTCCTCTTACCCC 

TACCTAGCTACCTTTGCTCCTTGTGTTGCTCTCTATATTTAGTGGGGGAACTTGGCTTCAGGGTGCAACCACAACCCC 

ACATCTTCCTTCTTTCCCTCTCAAAACCACACACAAACCCCACTATTATTAGCCACACCTTAATCCCCCTACGTTTAG 

CCCATTGGTTTGCTTGTTTTATGCCAATTCAGTAGGGTTTTTGTGGGGCTTTCAACCCCATTTGATTATGACTTAGTT 

CCATCCTCTATATCATCTCCCCCACCCTCCATATATACTACCTCCATCCCCTTCACTCTTACTCTCTACTACTCTCAT 

CCCATCCTCCAATCTCTCTTTTTCTCCCTTTCTCTCCCCCTCCCTCCCTCCACATTCATCTTCCTCCCATCAACCATC 

TATACACCTACCTTTCATCATCATCCATCATGTATTAATCATATGGCTAGGTCTATTACTTTGCAAGCTCCTTCTACT 

CTCAAACACTCTTTTTTATGTATCATACATACACTCATGCATCATACATGCCTTCCTTATCCTTAGGATTTGGTGAGG 

CTAATTAGAGCTTAGTTAGAGGAGAAACTTGATTTTGTGCATGTATGTGTTTAATTACCCACATGCATCTTATTATTA 

ATTAAGCAATTGATGTTTGTTTGTCGCATCATGCATACATATGTGTATGTGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGCAGA 

GCTCATCGAAGCATCAATGACCTCCGTGGATGGCGTATGAGGAGCCAAGCATATTCCATGTAG 

Pvu_pmiR160_

Chr03 

GCAGTTGCATGTGGTCCTAGATTGGCCAAGTGCCCTTATTAAATTCCTTTAAAAATGAAATGACTAAACGGATTAGTG 

GTCCCAACTCCCTCATTTGGCACTAAGCAGAGATATGATATACATACCTTGAGACCACACTGGAACTTTGAAATTATG 

CCTTTTAATCTCTTGGGGCCACAGTAGATAATTTAGAGTAACATTTGTAAAAAGCTAAAGCTTAGGATTCATGTGGGG 

TACCCACATATATGAAGTATAATTATTACACTAATACTTTGTTTAAAACAAGAAGTAAAATAGAAGCCTTTTGTCTTC 

TGCTAGTACAGTTCTTTTCTCTTAATAATTAAATGGTTAATATAGTTAAAGGATGAAACATACTTACACAACGGCTAG 

AGATATTTTAATCCAGTGATGGACACTGCACAAATTTTCTATTATATTAGGTACTGTTTGATGGTGATGGAGTATGAG 

TTAGATGATCACATTTGTCCATATTTTGATCCAGCTTCGGTTCTGGGAGAGACGGACCCCAGCATCAAACTCAGCTAA 
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CGCTCACTGCAACTCTGGCCTTGTCTTATTGACTGGTTTTGGCATCGTCTGGAAATTCATCACACTAAGTCATTGACC 

CTTTTGCTAGCAGGGTAGTGCATTCAATAATAATAAGATAATTAATTAATTGTGCTGATCAATGAAACAGTAATGATT 

AAAGGTTAAAGACTAAACGGTCCCATAATTAAAAAAGTTTTCAAGTTTCAACAAGAGAAAATTGACAGATAAGAAGCA 

CATCTCATATCTTACATGTAACTGAAAAGAGTGAAGGATGAAAAATTTTTAAAAGAGGATTTGCTTGTGTGGGGAGGG 

AGGTTCATCTTTTCCGAGGGAAAAAATCCAAAAAAGACGACCTGTAAAACCCAGGCAGGTTTGGCTTTATCTGGTGGA 

ACTATTTGTTACAACCAAGGCTTGGTTGCCGCCTTTGCCAATTGTACCCTTAATTCTTCCTTTTTTCCCCTCTTTTTC 

GTGGATTTTCTCTTGTCTCTCCGCTCATTTCCGTCTCCTTAAATACCCCATAGGTTTATTGGTTCCAGAAGCAAAAAC 

TACAGAGACCTGCTTGGAGCTCAAAGTCATTTTATGAGTAAAGCACAAGAACTGAGCATTCCCCTCCTCTTTGTTGGC 

CTTCTTTTACTCTTTCTGTCCCTCTGTTACATAATTAAGGGTACGTAGCTCTTGATTTTGCTGTCAAACGAGACTGTT 

TCTTTCTCTCACTCATCTCATCACACTCACATGTGACGCAGTGAATTAGCTAGCATTTACCCAGTATATGTGTTTAAT 

TAAATCTTTCTGAGTTTTGGAATCTGATACTGTATTGTTTTGATGATGCAGATTCTAGTCAAGTTCAAGATGAAAATT 

GTTATCTCTCCCATTGGTGAAATGATGCGCTTGCCTGGCTCCCTGAATGCCATGTAAGAAGCCTGTCAAAGAAATTGT 

CAGCCTTTTTATTTGGCATGAGGGGAGTCATGCAGGCTAACTAGTCAA 

Pvu_pmiR393_

Chr04 

CGCACAATACAACCACCCCTCATCCTCTCAAATTTCATAAGATCAAACCTTTTTCTGTGCCTTATTGTGGGTGGAGAG 

TTCCAAAGGGATCGCATTGATCTGATTCTTGTGGGTGGATTCTGCACGATTTGCTTCACAGCTTCACTTGTTATTGGA 

TCATGCGATCCCTTAGGAACTTTCTATCAAC 

Pvu_pmiR393_

Chr01 

AGCTCCACTTTGTCTTCACACCAAAAGCCTCTCCCTCAAACTCAAACTCAAACCTACCCACTTTCTCTCACACAACCA 

CAACACCCCAACAATTCAGAAGAAGAAAGGGTTTGGTTATTCCACTGCAACTGGAGGAGGCATCCAAAGGGATCGCAT 

TGATCCAAAATCCAACCTCTCATATTCTCTCTTCCCACTCACAGTATTTGGGATCATGCTATCCCTTTGGATTTCTCCTTTAG 

Pvu_pmiR393_

Chr08 

CCTCAAACTCAGAGCCTTCCATCATCCACCACCACTTTCCTTCACCACAAAAGCCTTCAGACAGAGAGAGAGAGTGTA 

TAATATATATCAAACACACTCAAGAATCAACTCAGAAGGTGAAGTTTGGTTAATATGTATTCCACTGCAACTGGAGGA 

GGCATCCAAAGGGATCGCATTGATCCCAAATCTCAGATTTATAAATTTTTCCTTCCTTTCTTTTCTTAATATTTGGGA 

TCATGCTATCCCTTTGGATTCCTCCTTTGG 

Pvu_ARF10 Phvul.005G134500.1 

Pvu_ARF17 Phvul.009G026200.1 

 

12.2 ORFs encontrados en los precursores de miR160 y miR393 

12.2.2 ORFs miR160 y miR393 en A. thaliana 

pmiR160a 

Marco 

de 

lectura 

N

o

. 

d

e 

O

R

F 

Segmento 

de la 

secuencia 

Secuencia de nucleótidos 

No. 

aminoá

cidos 

Secuencia 

1 1 229-351 

ATGCAAATCACAATCCATGCCATAGATTGTTTCTATTCCTCCTTATTT

ATTGCTTGTATCTGTTCATGCATGGACCAGGTGGAGAGAGCATTAC

TTAAAAATAGAATTAGCTATCTGTTTTAG 

40 

MQITIHAIDCFYSSLF

IACICSCMDQVERAL

LKNRISYLF* 

1 2 376-390 ATGTATATGTCATGA 4 MYMS* 

1 3 445-477 ATGCCATATGCTGAGCCCATCGAGTATCGATGA  10 MPYAEPIEYR* 

1 4 487-525 ATGGCGTATGAGGAGCCATGCATATCCTCATACATATAT 13 MAYEEPCISSYIY  

2 1 95-169 
ATGTTTTGTTTGTTGATTCCCATCTTCTCTTTTGTCTTTTCACCAAAT

CGTCATTTAAGGCTTCAAGAACAGTAA  
24 

MFCLLIPIFSFVFSPN

RHLRLQEQ* 
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2 2 425-526 

ATGTATGCCTGGCTCCCTGTATGCCATATGCTGAGCCCATCGAGTA

TCGATGACCTCCGTGGATGGCGTATGAGGAGCCATGCATATCCTC

ATACATATATA 

34 

MYAWLPVCHMLSPS

SIDDLRGWRMRSHA

YPHTYI 

3 1 294-326 ATGCATGGACCAGGTGGAGAGAGCATTACTTAA 10 MHGPGGESIT* 

3 2 387-407 ATGACGCATATACATATGTAG 6 MTHIHM* 

3 3 408-458 
ATGTATATGTATTATATATGTATGCCTGGCTCCCTGTATGCCATATG

CTGA  
16 

MYMYYICMPGSLYAI

C* 

3 4 474-497 ATGACCTCCGTGGATGGCGTATGA 7 MTSVDGV* 

3 5 504-527 ATGCATATCCTCATACATATATAA 7 MHILIHI*  

 

pmiR160b 

Marco 

de 

lectura 

No. 

de 

ORF 

Segment

o de la 

secuenci

a 

Secuencia de nucleótidos 

No. 

aminoácido

s 

Secuencia 

2 1 68-139 
ATGAAATACATACACATTTTGATTTTATTTAAATCAAGATCGA

CGTATAAGCTATCCACCAATCATACTTAA 
23 

MKYIHILILFKSR

STYKLSTNHT* 

2 2 203-271 
ATGCCACAAGAAAACATCGATTTAGTTTCAAAATCGATCACT

AGTGGCGTACAGAGTAGTCAAGCATGA 
22 

MPQENIDLVSK

SITSGVQSSQA* 

3 1 54-71 ATGTTTTCCCCTCAATGA 5 MFSPQ* 

 

pmiR160c 

Marco 

de 

lectura 

No. 

de 

OR

F 

Segmento 

de la 

secuencia 

Secuencia de nucleótidos 

No. 

aminoácido

s 

Secuencia 

1 1 172-240 
ATGCCACGAGTGGATACCGATTTTGGTTTTAAAATCGGCTG

CCGGTGGCGTACAAGGAGTCAAGCATGA 
22 

MPRVDTDFGFK

IGCRWRTRSQA

* 

3 1 99-143 
ATGTTCATGCGTAGAGGTTTGGTATACAACAATATATACATA

TAA 
14 

MFMRRGLVYN

NIYI* 

3 2 156-203 
ATGCCTGGCTCCCTGTATGCCACGAGTGGATACCGATTTTG

GTTTTAA 
15 

MPGSLYATSGY

RFWF* 

 

pmiR393a 

Marco 

de 

lectura 

No. 

de 

Segmento 

de la 

secuencia 

Secuencia de nucleótidos 

No. 

aminoácido

s 

Secuencia 
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OR

F 

2 1 

 

182-208 

 

 

ATGCTATCTCTTTGGATTCATCCTTCG 

 

9 
MLSLWIHPS 

 

 

pmiR393b 

Marco 

de 

lectura 

No. 

de 

OR

F 

Segmento 

de la 

secuencia 

Secuencia de nucleótidos 

No. 

aminoácido

s 

Secuencia 

2 1 161-232 

ATGGAAGAAAAACAAATTCCAAACATTTTGCTTACTTTTCCG

GATCATGCGATCTCTTTGGATTCATTCTTT 

 

24 
MEEKQIPNILLT

FPDHAISLDSFF 

3 1 207-233 
ATGCGATCTCTTTGGATTCATTCTTTG 

 
9 MRSLWIHSL 

 

12.2.3 ORFs de miR160 y miR393 encontrados en P. vulgaris 

pmiR160 Chr01 

Mar

co 

de 

lect

ura 

N

o. 

de 

O

R

F 

Segm

ento 

de la 

secu

encia 

Secuencia de nucleótidos 

No. 

aminoá

cidos 

Secuencia 

1 1 
190-

282 

ATGCTGTATATATATAACATGCTGTTCAATTGCTTCTACCTCATAGATATTAC

TTGCAAACCATTTTTAGCTTCAGCACCACCAATTATCTGA 
30 

MLYIYNMLFNCFYLIDI

TCKPFLASAPPII* 

1 2 
397-

471 

ATGCCATTTGCAGAGCCCATCAGAACAGTGATGGCCTTAACTAATGGCGTG

CGAGGAGTCATGCATGTTGTTGTG 
25 

MPFAEPIRTVMALTNG

VRGVMHVVV 

2 1 83-97 ATGCCAAATTGCTAG 4 MPNC* 

2 2 
296-

370 

ATGCATCTCACCTTCTTCCATGTTAGTGAGATAAATATGGCTATCTTTACATT

TGGTTTTATATATTACTATTAG 
24 

MHLTFFHVSEINMAIF

TFGFIYYY* 

2 3 
440-

472 
ATGGCGTGCGAGGAGTCATGCATGTTGTTGTGT 11 MACEESCMLLC 

3 1 
168-

206 
ATGGAAGGACTTGTGTTCCTTCATGCTGTATATATATAA 12 MEGLVFLHAVYI* 

3 2 
315-

329 
ATGTTAGTGAGATAA 4 MLVR* 
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pmiR160 Chr07 

Mar

co 

de 

lect

ura 

N

o. 

d

e 

O

R

F 

Segm

ento 

de la 

secu

encia 

Secuencia de nucleótidos 

No. 

aminoá

cidos 

Secuencia 

1 1 28-90 
ATGGTCTTCCACCTAAAGTATTTTCAAAGCTACCTACACTTGATGCCAAATT

CCCAACTTTAA 
20 

MVFHLKYFQSYLHLMP

NSQL* 

1 2 
436-

489 

ATGCCATTTGTTGACCCCATCACAATGGTCATGGCCTTACCAAATGGCGTA

TGA 
17 

MPFVDPITMVMALPNG

V* 

1 3 
496-

510 
ATGCATGCTGTATTG 5 MHAVL 

2 1 
212-

226 
ATGCTCCTCACTTAA 4 MLLT* 

2 2 
386-

511 

ATGTTGCTCAAGGAAGTAACCTTTGTTGTGTTGTGTGCCTGGCTCCCTGTA

TGCCATTTGTTGACCCCATCACAATGGTCATGGCCTTACCAAATGGCGTAT

GAGGAGTCATGCATGCTGTATTGC 

42 

MLLKEVTFVVLCAWLP

VCHLLTPSQWSWPYQ

MAYEESCMLYC 

3 1 
129-

239 

ATGCAACTAAGAGGGACCCTTTTTGTCCTTTTGGTTGTGAACTTTAGATTTT

GGAGCACACTTTCTTTCCTTTTATTGTATATATGCTCCTCACTTAATTCCTC

CACCTAG 

36 

MQLRGTLFVLLVVNFR

FWSTLSFLLLYICSSLN

SST* 

3 2 
486-

512 
ATGAGGAGTCATGCATGCTGTATTGCT 9 MRSHACCIA 

 

pmiR160 Chr 7.1 

Mar

co 

de 

lect

ura 

N

o. 

d

e 

O

R

F 

Segm

ento 

de la 

secu

encia 

Secuencia de nucleótidos 

No. 

aminoá

cidos 

Secuencia 

1 1 
589-

690 

ATGGCTAGGTCTATTACTTTGCAAGCTCCTTCTACTCTCAAACACTCTTTTT

TATGTATCATACATACACTCATGCATCATACATGCCTTCCTTATCCTTAG 
33 

MARSITLQAPSTLKHSF

LCIIHTLMHHTCLPYP* 

1 2 
793-

921 

ATGTTTGTTTGTCGCATCATGCATACATATGTGTATGTGCCTGGCTCCCTG

TATGCCATTTGCAGAGCTCATCGAAGCATCAATGACCTCCGTGGATGGCG

TATGAGGAGCCAAGCATATTCCATGTAG 

42 

MFVCRIMHTYVYVPGS

LYAICRAHRSINDLRG

WRMRSQAYSM* 

2 1 
743-

781 
ATGTATGTGTTTAATTACCCACATGCATCTTATTATTAA 12 MYVFNYPHASYY* 

2 2 
821-

898 

ATGTGTATGTGCCTGGCTCCCTGTATGCCATTTGCAGAGCTCATCGAAGC

ATCAATGACCTCCGTGGATGGCGTATGA 
25 

MCMCLAPCMPFAELIE

ASMTSVDGV* 

3 1 12-44 ATGAGCTTCAGAGAAGAGCAAAAGCACACTTAG 10 MSFREEQKHT* 
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3 2 
333-

347 
ATGCCAATTCAGTAG 4 MPIQ* 

3 3 
642-

710 

ATGTATCATACATACACTCATGCATCATACATGCCTTCCTTATCCTTAGGAT

TTGGTGAGGCTAATTAG 
22 

MYHTYTHASYMPSLSL

GFGEAN* 

3 4 
747-

785 
ATGTGTTTAATTACCCACATGCATCTTATTATTAATTAA 12 MCLITHMHLIIN* 

3 5 
888-

920 
ATGGCGTATGAGGAGCCAAGCATATTCCATGTA 11 MAYEEPSIFHV 

 

pmiR160 Chr 03 

Mar

co 

de 

lect

ura 

N

o. 

d

e 

O

R

F 

Segm

ento 

de la 

secu

encia 

Secuencia de nucleótidos 

No. 

aminoá

cidos 

Secuencia 

1 1 
154-

183 
ATGCCTTTTAATCTCTTGGGGCCACAGTAG 9 MPFNLLGPQ* 

1 2 
409-

546 

ATGGACACTGCACAAATTTTCTATTATATTAGGTACTGTTTGATGGTGATGG

AGTATGAGTTAGATGATCACATTTGTCCATATTTTGATCCAGCTTCGGTTCT

GGGAGAGACGGACCCCAGCATCAAACTCAGCTAA 

45 

MDTAQIFYYIRYCLMV

MEYELDDHICPYFDPA

SVLGETDPSIKLS* 

1 3 
697-

711 
ATGATTAAAGGTTAA 4 MIKG* 

1 4 
1126-

1218 

ATGAGTAAAGCACAAGAACTGAGCATTCCCCTCCTCTTTGTTGGCCTTCTT

TTACTCTTTCTGTCCCTCTGTTACATAATTAAGGGTACGTAG 
30 

MSKAQELSIPLLFVGLL

LLFLSLCYIIKGT* 

1 5 
1369-

1461 

ATGATGCAGATTCTAGTCAAGTTCAAGATGAAAATTGTTATCTCTCCCATTG

GTGAAATGATGCGCTTGCCTGGCTCCCTGAATGCCATGTAA 
30 

MMQILVKFKMKIVISPIG

EMMRLPGSLNAM* 

2 1 
113-

130 
ATGATATACATACCTTGA 5 MIYIP* 

2 2 
227-

256 
ATGTGGGGTACCCACATATATGAAGTATAA 9 MWGTHIYEV* 

2 3 
365-

409 
ATGAAACATACTTACACAACGGCTAGAGATATTTTAATCCAGTGA 14 MKHTYTTARDILIQ* 

2 4 
473-

622 

ATGATCACATTTGTCCATATTTTGATCCAGCTTCGGTTCTGGGAGAGACGG

ACCCCAGCATCAAACTCAGCTAACGCTCACTGCAACTCTGGCCTTGTCTTA

TTGACTGGTTTTGGCATCGTCTGGAAATTCATCACACTAAGTCATTGA  

49 

MITFVHILIQLRFWERR

TPASNSANAHCNSGLV

LLTGFGIVWKFITLSH* 

2 5 
818-

832 
ATGAAAAATTTTTAA 4 MKNF* 

2 6 
1316-

1339 
ATGTGTTTAATTAAATCTTTCTGA 7 MCLIKSF* 

2 7 
1451-

1522 

ATGCCATGTAAGAAGCCTGTCAAAGAAATTGTCAGCCTTTTTATTTGGCAT

GAGGGGAGTCATGCAGGCTAA 
23 

MPCKKPVKEIVSLFIWH

EGSHAG* 
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3 1 
60-

104 
ATGACTAAACGGATTAGTGGTCCCAACTCCCTCATTTGGCACTAA 14 MTKRISGPNSLIWH* 

3 2 
246-

344 

ATGAAGTATAATTATTACACTAATACTTTGTTTAAAACAAGAAGTAAAATAGA

AGCCTTTTGTCTTCTGCTAGTACAGTTCTTTTCTCTTAATAATTAA 
32 

MKYNYYTNTLFKTRSKI

EAFCLLLVQFFSLNN* 

3 3 
345-

368 
ATGGTTAATATAGTTAAAGGATGA 7 MVNIVKG* 

3 4 
1500-

1526 
ATGAGGGGAGTCATGCAGGCTAACTAG 8 MRGVMQAN* 

 

pmiR393 Chr 04 

Marco 

de 

lectura 

No. 

de 

ORF 

Segmento 

de la 

secuencia 

Secuencia de nucleótidos 
No. 

aminoácidos 
Secuencia 

3 1 

 

159-185 

 

ATGCGATCCCTTAGGAACTTTCTATCA 9 MRSLRNFLS 

 

 

pmiR393 Chr 01 

Marco 

de 

lectura 

No. 

de 

ORF 

Segmento 

de la 

secuencia 

Secuencia de nucleótidos 
No. 

aminoácidos 
Secuencia 

2 1 

 

212-238 

 

ATGCTATCCCTTTGGATTTCTCCTTTA 9 
MLSLWISPL 

 

 

pmiR393 Chr 08 

Marco 

de 

lectura 

No. 

de 

OR

F 

Segmento 

de la 

secuencia 

Secuencia de nucleótidos 
No. 

aminoácidos 
Secuencia 

1 1 133-225 

ATGTATTCCACTGCAACTGGAGGAGGCATCCAAAGGGAT

CGCATTGATCCCAAATCTCAGATTTATAAATTTTTCCTTCC

TTTCTTTTCTTAA 

30 

MYSTATGGGIQ

RDRIDPKSQIYK

FFLPFFS* 

3 1 237-263 ATGCTATCCCTTTGGATTCCTCCTTTG 9 MLSLWIPPL 
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12.3 MiPEPs sintéticos aplicados durante la enfermedad del moho gris y en la 

simbiosis fijadora de nitrógeno P.vulgaris - R. etli. 

Nombre Secuencia de nucleótidos Secuencia peptídica 
Tamaño 

(aa) 

miPEP160a 
ATGTTTTGTTTGTTGATTCCCATCTTCTCTTTTGTCTTT

TCACCAAATCGTCATTTAAGGCTTCAAGAACAGTAA 
MFCLLIPIFSFVFSPNRHLRLQEQ 24 

miPEP160a 

control 

TTGTTGATTTTTTCTGTCCATTTCCAACAGTTTATGAAT

ATCCCCTCACTTAGGGAATGTCGTCCATTATTTTAA 
LLIFSVHFQQFMNIPSLRECRPLF 24 

miPEP160b ATGTTTTCCCCTCAATGA MFSPQ 5 

miPEP160b 

control 
TCCCAACCTTTTATGTGA SQPFM 5 

miPEP160 7.1 ATGAGCTTCAGAGAAGAGCAAAAGCACACTTAG MSFREEQKHT 10 

miPEP160 7.1 

control 
TTCGAAACTAAGATGCACGAGAGAAGCAATAG FETKMHERSQ 10 

miPEP160 7.1 

ORF2 
ATGCCAATTCAGTAG MPIQ 4 

miPEP160 7.1 

ORF2 control 
ATTCAGCCAATGTAG IQPM 4 

 

12.4 Solución de riego B&D 

Solución A 2M CaCl2 

Solución B1 1M KH2PO4  

Solución B2 1M K2HPO4 

Solución C 20mM Citrato de Hierro (Fe) 

Solución D 

0.5M MgSO4∙7H2O 

0.5M K2SO4 

2mM MnSO4 

4mM H3BO3 

1mM ZnSO4∙7H2O 

4mM CuSO4∙5H2O 

0.2mM CoSO4∙7H2O 

0.2mM Na2MoO4∙2H2O 
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12.5 Primers utilizados en los ensayos qRT-PCR 

Nombre Secuencia 

miR160-SL GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGGCAT 

miR164a-SL GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGCACG 

U6-SL GTGCAGGGTCCGAGGTTTTGGACCATTTCTCGAT 

miR160-F GAAGCTGCCTGGCTCCCTGT 

miR164a-F GAGTGGAGAAGCAGGGCA 

U6-F GAGAAGATTAGCATGGCCCCT 

Rev universal SL GTGCAGGGTCCGAGGT 

ath-pmiR160a-F CTCTGGATCCCCAATCTCAC 

ath-pmiR160a-R TCTCTCCCTCTTGTGGAGGA 

ath-pmiR160b-F GGTTCATGTTTTCCCCTCAA 

ath-pmiR160b-R GATTGGTGGATAGCTTATACGTCG 

ath-ARF10-F GATATTGGTGGCGACAACG 

ath-ARF10-R CAAAGGCCACTGCTTATTCC 

ath-ARF16-F TGCATCAGGTTTGGAAACAG 

ath-ARF16-R CTGCGTATTTGATGGCTCCT 

pvu-pmiR160a-F TGCTTCATGCCAAATTGCTA 

pvu-pmiR160a-R GTCCTTCCATGTCTCCCAAA 

pvu-pmiR160b-F CATGTGACGCAGTGAATTAGCT 

pvu-pmiR160b-R GCGCATCATTTCACCAATG 

pv-q005G134500-F 

(ARF10) 
TCTGAGTGATTCAAGCAGCAA 

pv-q005G134500-R 

(ARF10) 
TCTTAGATGCCACGCAACAG 

pv-q009G026200-F 

(ARF17) 
CGGAAAGAACAACCTGTTCAA 

pv-q009G026200-R 

(ARF17) 
TTCAGAAGGGTGGTCAGCTT 

CF150-F CCGACAAGGAGAAGCTTAACAAGTT 

CF150-R CGGCAGATTTGGATGGACCAGCAAG 

Ubiquitina-F ATGCAGATCTTCGTGA 

Ubiquitina-R TAGTCAGCCAAGGTCCT 

qUBQ-F GCTCTCCATTTGCTCCCTGTT 

qUBQ-R TGAGCAATTTCAGGCACCAA 

HSP-F CGGGGAGAGAAAGAGAGAAGA 

HSP-R AACACAAACTTCCGCATGAAC 
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12.6 Protocolo de extracción RNA total con el kit Norgen Total RNA purification 

plus kit (#48300, 48400) 

• Todas las centrifugaciones y reacciones se realizan a temperatura ambiente 

• Todo el material (puntas, tubos, pipetas, gradillas) debe ser libre de RNAsas 

• Ensamblar y rotular una columna gDNA (azul) con un tubo recolector, una 

columna RNA (gris) con un tubo recolector y un tubo de elución (incluido en el 

kit) 

• Se inicia la extracción con 50 mg de tejido en un tubo rotulado 

 

1.- Preparar una mezcla de Buffer RL + B-mercaptoetanol (600 uL + 6 uL /tubo) 

1.1.- Agregar 600 μL de buffer RL a cada tubo 

1.2.- Homogeneizar en vórtex una vez agregado el volumen 

1.3.- Agregar 6 μL de B-mercaptoetanol a cada tubo 

1.4.- Vortexear 

2.- Centrifugar 2 min a más de 3500 g (8000 g)  

3.- Transferir 600 uL del sobrenadante al ensamble columna gDNA + tubo  

4.- Centrifugar 1 min a 14000 g 

5.- Tirar la columna gDNA  

6.- Agregar 60 μL de etanol al 96-100% por cada 100 μL de flowthrough 

7.- Vortexear para homogeneizar 

8.- Transferir hasta 600 μL al ensamble columna RNA + tubo 

9.- Centrifugar 1 min a más de 3500 g (8000 g) 

10.- Tirar el flowthrough 

11.- Repetir desde el paso 8 hasta que todo el lisado haya pasado por la columna 

12.- Agregar 400 μL de Wash solution A a la columna 

13.- Centrifugar 1 min a más de 3500 g (8000 g) 

14.- Tirar el flowthrough 

15.- Repetir desde el paso 12 dos veces 

16.- Centrifugar 2 min a más de 3500 g (8000 g) para secar la columna  

17.- Transferir la columna a un tubo de elución 

18.- Agregar 50 μL de Elution solution A a la columna  

19.- Centrifugar 2 min a 200 g seguido de 1 min a 14000 g  
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20.- Guardar la elución de RNA en hielo para un uso rápido, a 4 °C para una noche, 

a -20°C para unos días y a -70 °C para un largo plazo 

 

12.7 Protocolo de electroforesis en gel desnaturalizante 

• El gel debe estar al 1% de agarosa 

• En el cuarto de electroforesis todo lo que esté fuera de la zona libre de BrET 

hay que tocarlo con guantes para BrET. 

 

1.- Pesar 1.2 g de agarosa 

2,. Agregar la agarosa a 120 mL de Buffer TAE en el cuarto de electroforesis 

3.- Calentar en el microondas por 2 min 

4.- Esperar a que se enfríe un poco o enfriar en agua el matraz 

5.- Agregar cloro al 100% a una concentración máxima de 0.5 del volumen total (600 

μL)  

6.- Homogeneizar 

7.- Vacear la mezcla 

8.- Agregar 12 μL de bromuro de etidio y homogeneizar  

9.- Poner el peine 

10.- Esperar aproximadamente 15 minutos a que el gel solidifique 

11.- Preparación de muestras (mientras solidifica el gel) 

Colocar en tubos rotulados libres de RNAsas: 

• 2-4  μL de muestra dependiendo de las concentraciones de RNA 

• 6     μL agua 

• 8     μL buffer de carga* 

12.- Retirar el peine del gel  

13.- Comenzar a cargar las muestras con la pipeta y puntas del cuarto. 

14.- Cargar 5 μL del ladder en el primer y último pozo 

15.- Cerrar con la tapa dejando los electrodos bien puestos y conectar los cables. 

Usar un voltaje de 90v 

16.- Esperar de 30 a 45 min para observar el gel en el transiluminador. 
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12.8 Protocolo stem-loop RT-PCR 

• Usar puntas libres de RNAsas 
• Trabajar en un lugar libre de RNAsas 

 
Muestras: 

 

miPEP160a control 1,2,3 

miPEP160a 1,2,3 

miPEP160b control 1,2,3 

miPEP160b 1,2,3 

miPEP160 7.1 control 1,2,3 

miPEP160 7.1  1,2,3 

 
• 4 muestras control: 

-1 control RT Ath y 1 control RT Pvu: no se agrega SuperScriptIII RT 
-1 control RNA Ath y 1 control RNA Pvu: no se agrega muestra de RNA, en su 
lugar se agrega agua libre de nucleasas                            Total: 22 muestras  

 
1.- Preparación de muestras RNA  
 
1.1 Preparar las muestras de acuerdo con la muestra de menor concentración, 
llegando a un volumen final de 10 μL por tubo utilizando agua libre de nucleasas. 
 
2.- Preparación de reactivos preRT 
 
Se mezclan para cada tubo: 
1 μM oligos SL              1 μL del mix 
oligo DT (500 ng/μL)     1 μL 
10 mM dntp mix            1 μL 
Muestra RNA                10 μL 

                          13 μL   Total 

 
3.- Incubar 10 min a 65°C (termociclador pre-RT) y después directamente en hielo 
mínimo 2 min. 
 
4.- Reactivos RT 
 
Para cada muestra se agrega: 
 
5X First Strand Buffer  4µL 
0,1 MDTT              2µL 
RNAseOut (40 U/µL)  0,1µL 
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SuperScriptIII RT (200 U/µL) 1µL 
Total             20 µL 
 
5.- En un termociclador: 
30 min. a 16°C 
30 sec. a 30°C 
30 sec. a 42°C x 60 ciclos 
1 sec. a 50°C 
5 min. a 85°C (inactivación enzima) 
 
6.- Guardar la elución de RNA en hielo para un uso rápido, a 4°C para una noche, a -
20°C para unos días y a -70 °C para un largo plazo 
 

12.9 Protocolo qPCR 

Consideraciones: 
• Usar puntas libres de RNAsas 
• Trabajar en un lugar libre de RNAsas 

 
Muestras RNA 

 
1.- Diluir las muestras 1/40  
2.- Vortexear 
 
Mix primers + Sybr 

 
• Los primers deben prepararse a una concentración de 10 μM 
• Cada pozo de la placa de 96 (12x8) debe tener: 

 
Primer Forward 10uM  0.5 µL 
Primer reverse 10uM 0.5 µL 
Sybr green             5 µL 
 
Nota: Revisar si los primers están preparados, si no, agregar el volumen necesario 
de agua libre de nucleasas que indica cada tubo para llegar a la concentración 
señalada. 
Preparación de placa 
 

• Cuidar las muestras de la luz 
 

6.- Colocar 6 μL del mix correspondiente en los pozos de acuerdo con las tablas  
7.- Colocar 4 μL cDNA 1/40 correspondiente a cada pozo 
8.- Cubrir placa y sellar  
9.- Centrifugar a 1500 rpm x 3 min  
10.- Procesar en el equipo qPCR: 
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• Abrir software 7300 Syst Software 
• Seleccionar pozos 
• Agregar etapa de disociación 
• Agregar volumen de la muestra 
• Guardar trabajo e iniciar 
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