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Resumen 

Botrytis cinerea (Botrytis) es un hongo necrotrófico de amplia distribución en todo el mundo que 

es capaz de infectar a una amplia variedad de especies de plantas, muchas de ellas importantes 

para el consumo humano. Es fundamental diseñar estrategias más efectivas para el control de este 

hongo. Se ha reportado que parte de la regulación de la interacción entre Arabidopsis y Botrytis es 

mediada por RNAs pequeños (sRNAs), que son moléculas de RNA de ~20 a 24 nucleótidos que 

se encuentran codificados en los genomas de los organismos. En Arabidopsis, se han identificado 

sRNAs que regulan diversos procesos biológicos, como desarrollo y respuestas a estrés, y en el 

caso de la interacción con Botrytis, se han reportado también algunos ejemplos de sRNAs de 

Arabidopsis que regulan la expresión de genes de Botrytis (regulación entre reinos). 

Con el objetivo de identificar sRNAs que regulan la interacción entre Botrytis y 

Arabidopsis, particularmente durante las primeras etapas de la interacción y a una escala de 

transcriptoma completo, en esta tesis se muestra el análisis realizado a partir de los datos de 

secuenciación masiva de sRNAs de hojas de Arabidopsis tratadas con una solución control (mock) 

o con Botrytis.  

Se muestra que de las diferentes clases de sRNAs que responden a la presencia de Botrytis, 

hc-siRNAs son la gran mayoría de los sRNA reprimidos en dicha condición con respecto a la 

condición control, pudiendo ser ésta una respuesta dirigida a mantener una estructura más relajada 

de la cromatina para responder de manera más eficiente al ataque de este hongo. De todos los 

sRNAs diferencialmente expresados, se encontró que miRNAs evolutivamente conservados son 

de los sRNAs más acumulados en presencia de Botrytis. Se muestra que algunos sRNAs conocidos 

por participar en otras interacciones patogénicas (con Pseudomonas syringae, con 

Plectosphaerella cucumerina o con Phytophthora capsici) están inducidos tempranamente en 

respuesta a Botrytis. En particular, hubo inducción de algunos sRNAs relacionados con la 

regulación de rutas de señalización de hormonas vegetales, con la regulación de DCL1 y AGO2 

(enzimas que participan precisamente en las vías del silenciamiento mediado por sRNAs) y con 

regulación de la expresión génica entre reinos.  
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Abstract 

Botrytis cinerea (Botrytis) is a widespread necrotrophic fungus capable of infecting a wide variety 

of plant species, many of them being important for human consumption. So, it is essential to design 

more effective strategies for its control. It has been reported that part of the regulation of the 

interaction between Arabidopsis and Botrytis is mediated by some small RNAs (sRNAs), which 

are RNA molecules of ~20 to 24 nucleotides that are encoded in the genomes of organisms. In 

Arabidopsis, several sRNAs regulate various biological processes, such as development and 

responses to stress, and in the case of the interaction with Botrytis, some Arabidopsis sRNAs 

regulate the expression of Botrytis genes (cross-kingdom regulation). 

With the aim of identifying sRNAs that regulate the interaction between Botrytis and 

Arabidopsis, particularly during early stages of interaction and at a transcriptome-wide scale, in 

this thesis I show the analysis I performed on high-throughput sequencing data of sRNAs from 

Arabidopsis leaves treated with a control solution (mock) or with Botrytis. 

I demonstrate that among the different classes of sRNAs that respond to the presence of 

Botrytis, hc-siRNAs are the vast majority of downregulated sRNAs in such condition with respect 

to the control condition, which may represent a response aimed at maintaining a more relaxed 

chromatin structure to respond more efficiently to the attack of this fungus. From all the 

differentially expressed sRNAs, I found that evolutionarily conserved miRNAs are among the 

most accumulated sRNAs in the presence of Botrytis. I demonstrate that some sRNAs known to 

participate in other pathogenic interactions (with Pseudomonas syringae, with Plectosphaerella 

cucumerina or with Phytophthora capsici) are induced early in response to Botrytis. I show there 

was induction of some sRNAs related to the regulation of plant hormone signaling pathways, to 

the regulation of DCL1 and AGO2 (enzymes that directly participate in the silencing pathways 

mediated by sRNAs) and to cross-kingdom regulation of gene expression.  
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Introducción 

Botrytis cinerea (Botrytis) es un hongo capaz de infectar a una gran diversidad de especies de 

plantas, sus esporas pueden dispersarse por el aire y se encuentra muy extendido en todo el mundo 

(Williamson et al., 2007). Como ejemplo de los cultivos afectados se destacan: el tomate, la 

lechuga, el brócoli, la col, uvas, fresas, frambuesas, moras, diversas flores de ornato y diversas 

legumbres, así como también la planta modelo Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) (Koch & 

Slusarenko, 1990; van Kan, 2006; Williamson et al., 2007). A Botrytis se le considera como un 

hongo necrotrófico pues obtiene nutrientes a partir de las células muertas de los tejidos de la planta 

hospedera. En muchas de sus plantas hospederas, provoca una pudrición que se caracteriza a nivel 

macroscópico por el ablandamiento de los tejidos infectados, el desarrollo de lesiones oscuras y, 

en estadios más avanzados de la infección, por el notorio crecimiento del micelio. Como ejemplo 

del daño causado por Botrytis, en la Figura 1 se observan frutos de frambuesa infectados por este 

hongo. 

 

 

Figura 1.  Infección por Botrytis en frambuesa. 

Adaptado de “The Top 10 fungal pathogens in molecular plant pathology” (p. 

417), por Dean et al. (2012), Molecular Plant Pathology, 13(4). 

 

Botrytis generalmente invade órganos o tejidos vegetales muertos, senescentes o maduros, 

penetrando de manera directa o a través de heridas o aberturas naturales (Dean et al., 2012; Elad, 

1997; Williamson et al., 2007). Sin embargo, frecuentemente infecta a la planta hospedera durante 

etapas más tempranas del desarrollo de ésta, permaneciendo Botrytis en un estado quiescente hasta 

que el ambiente y la fisiología de la planta le son favorables (Dean et al., 2012; Williamson et al., 
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2007). Esto, aunado a que este hongo puede tener actividad incluso a bajas temperaturas (Elad, 

1997; Williamson et al., 2007), contribuye a que ocurran pérdidas postcosecha de una gran 

cantidad de productos aparentemente asintomáticos (Dean et al., 2012; Williamson et al., 2007). 

Dichas pérdidas pueden darse en cualquier punto de la cadena de distribución de los cultivos: tanto 

en el almacenamiento como en el transporte a los mercados, así como durante la exhibición y venta 

(Dean et al., 2012). Ya sea en campo abierto o en invernadero, Botrytis también puede estropear 

cultivos de manera masiva incluso antes de ser cosechados (pérdidas precosecha), afectando a 

algunos hospederos incluso en etapas de plántula (Dean et al., 2012; Elad, 1997; Williamson et al., 

2007). Dado que este hongo causa grandes pérdidas en varios cultivos importantes para el consumo 

humano, es fundamental tener una mejor comprensión de los mecanismos que operan durante la 

interacción Botrytis-planta para diseñar estrategias más efectivas para su control. 

Algunos de los factores que son determinantes para que Botrytis logre una infección exitosa 

sobre la planta hospedera son: las condiciones ambientales, el propio genotipo del hongo, la 

interacción con otros microorganismos y, desde luego, la respuesta de las plantas y su 

susceptibilidad (Elad, 1997). La infección por Botrytis en hojas de Arabidopsis es actualmente uno 

de los principales sistemas donde se estudian los mecanismos moleculares que regulan la 

interacción de este hongo con las plantas. Esta interacción se caracteriza por la aparición de una 

lesión primaria en el sitio de infección alrededor de 20 horas después de la inoculación (hpi) y que 

ocurre luego de la germinación de las esporas sobre las hojas, habiendo muerte local de las células 

vegetales debajo del sitio de penetración del hongo (Windram et al., 2012). Luego de un periodo 

quiescente, la infección continúa hacia una etapa tardía en la que la lesión se extiende, macerando 

el tejido vegetal (Prins et al., 2000). 

En el transcurso de la infección, tanto en Botrytis como en la planta hospedera ocurren 

diversos cambios fisiológicos. Botrytis produce diferentes moléculas diferentes que contribuyen 

al proceso de infección (factores de virulencia) (Fillinger & Elad, 2016). Después de la 

germinación en la superficie de la planta, durante la penetración de la cutícula, los apresorios de 

Botrytis secretan enzimas que actúan promoviendo una explosión oxidativa en la interfase 

Botrytis-planta. Botrytis también produce una variedad de otras enzimas y metabolitos que 

degradan la pared celular de la planta o actúan como moléculas fitotóxicas. La planta por su parte 

también desencadena la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), lo que contribuye a 

la explosión oxidativa. Esta acumulación de ROS representa una perturbación del estado redox de 
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la planta, promoviendo una respuesta hipersensible (HR), caracterizada por la muerte celular 

programada en el sitio de infección. La muerte de las células vegetales (ya sea regulada, como en 

la muerte celular programada, o de una manera menos sutil, a través de la necrosis por compuestos 

fúngicos fitotóxicos) contribuye a la progresión de la infección (Koch & Slusarenko, 1990; van 

Kan, 2006; Williamson et al., 2007). Nuestro grupo de laboratorio ha reportado previamente que, 

tan temprano como a las 6 horas después de inocular Botrytis, ya hay una mayor acumulación de 

ROS en hojas de Arabidopsis de genotipo silvestre (Blanc et al., 2018). 

Por otra parte, las plantas perciben patrones estructurales en moléculas pertenecientes al 

hongo (Patrones Moleculares Asociados a Microbios o a Patógenos, MAMPs o PAMPs por sus 

siglas en inglés), como la quitina. También pueden reconocer señales que resultan del daño 

causado a la propia planta (Patrones Moleculares Asociados a Daño, DAMPs por sus siglas en 

inglés), como los productos de degradación de la pared celular como los oligogalacturónidos. Este 

reconocimiento ocurre a través de receptores y correceptores ubicados en la membrana plasmática 

de las células vegetales (AbuQamar et al., 2017; Zhou and Zhang, 2020). Una vez que las plantas 

perciben los patrones moleculares asociados a microbios y al daño, las señales se internalizan en 

la célula vegetal a través de complejas redes de señalización para activar las defensas, incluyendo 

cambios transcripcionales para promover la biosíntesis de moléculas antimicrobianas y la 

modulación de las respuestas de muerte celular (AbuQamar et al., 2017). Windram et al. (2012) 

reportaron que, en hojas desprendidas de Arabidopsis tratadas con Botrytis, la mayoría de los 

cambios en la expresión de genes (acumulación de mRNAs) se producen a las 24 hpi, cuando las 

lesiones permanecen pequeñas y localizadas. Recientemente, se ha reportado que parte de la 

regulación de la interacción entre Arabidopsis y Botrytis también es mediada por algunos RNAs 

pequeños (sRNAs) (Cai et al., 2018; Qiao et al., 2021; Wang et al., 2017; Weiberg et al., 2013). 

Los sRNAs son moléculas de RNA de ~20 a 24 nucleótidos que se encuentran codificados 

en los genomas de los organismos. Algunos de estos sRNAs regulan la expresión de genes blanco 

a través de mecanismos guiados por complementariedad de secuencias, principalmente mediando 

la represión de estos blancos a nivel transcripcional (al regular la metilación del DNA y la 

modificación de las histonas) o postranscripcional (mediando el corte del transcrito blanco o la 

inhibición de su traducción) (Katiyar-Agarwal & Jin, 2010; Lee et al., 2010; Zhan & Meyers, 

2023). En plantas, los sRNAs pueden clasificarse en diferentes categorías en función de sus 

procesos de biogénesis: hpRNAs (que derivan de precursores de RNA monocatenario con regiones 
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complementarias que al plegarse forman estructuras tipo tallo-asa), siRNAs (que derivan de 

precursores formados por dos cadenas complementarias de RNA), habiendo otras categorías 

menos caracterizadas, como los tsRNAs, en los cuales, los precursores son moléculas de tRNAs 

(Axtell, 2013; Morgado & Johannes, 2019; Zhan & Meyers, 2023). Los hpRNAs se conforman 

principalmente por los microRNAs (miRNAs), los cuales se procesan de forma precisa a partir de 

sus precursores y mayormente regulan a sus blancos a nivel postranscripcional; son la clase más 

caracterizada de sRNAs en las plantas. Dentro de los siRNAs encontramos otras subclasificaciones 

tales como siRNAs secundarios y hc-siRNAs. Los siRNAs secundarios son sRNAs producidos a 

partir de un transcrito primario que sufre un corte guiado por algún miRNA; alguno de los 

segmentos cortados es procesado a RNA de doble cadena, produciendo siRNAs secundarios por 

medio del corte de ese RNA de doble cadena en segmentos consecutivos de 21 nucleótidos a partir 

del sitio de corte. Los hc-siRNAs son generados principalmente a partir de transposones, regiones 

repetitivas y heterocromáticas en el genoma de las plantas y comúnmente silencian transposones 

a nivel transcripcional, regulando la estabilidad del genoma (Axtell, 2013; Morgado & Johannes, 

2019; Zhan & Meyers, 2023) (Figura 2). 

En Arabidopsis, se han identificado sRNAs que regulan diversos procesos biológicos, 

como desarrollo y respuestas a estrés (Yu et al., 2019). Hay algunos reportes que muestran que 

sRNAs de plantas responden a Botrytis. Jin & Wu (2015) y Liang et al. (2018) reportaron miRNAs 

expresados diferencialmente en presencia de Botrytis en hojas de fresa y tomate, respectivamente, 

identificando algunos miRNAs que potencialmente regulan positivamente la respuesta defensiva 

contra este hongo. Por otra parte, Weiberg et al. (2013) y Wang et al. (2017) reportaron que sRNAs 

también forman parte de los factores de virulencia producidos por Botrytis al infectar a 

Arabidopsis, los cuales pueden considerarse efectores ya que contribuyen en la inhibición de las 

respuestas defensivas de la planta. Estos sRNAs son secretados por Botrytis por medio de vesículas 

extracelulares que pueden ser incorporadas por las células de Arabidopsis por medio de endocitosis 

(He et al., 2023). He et al. (2023) reportaron que estas vesículas extracelulares de Botrytis ya están 

presentes en el sitio de la infección en hojas de Arabidopsis a las 10 hpi. Por otro lado, sRNAs de 

Arabidopsis también forman parte de los mecanismos de defensa utilizados por esta planta contra 

Botrytis (Cai et al., 2018). Cai et al. (2018) describieron que sRNAs de Arabidopsis también 

pueden mediar una represión genética entre reinos: sRNAs de diferentes clases se cargan 

selectivamente en vesículas extracelulares producidas por las células vegetales y se transportan a 
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las células de Botrytis; en particular, dos siRNAs secundarios pueden reprimir genes del hongo 

relacionados con tráfico vesicular, lo cual tiene un efecto negativo en su virulencia. 

 

 

Figura 2.  Biogénesis y modos de acción de sRNAs canónicos de plantas. 

En el diagrama se muestran las principales proteínas involucradas en la biogénesis 

de las respectivas clases de sRNAs. Los miRNAs (centro del diagrama) y los 

siRNAs secundarios (a la derecha en el diagrama) pueden formar complejos con 

proteínas AGO y pueden mediar el corte de transcritos blancos, reprimir su 

traducción o desencadenar la biogénesis de otros siRNAs secundarios. Los hc-

siRNAs (a la izquierda en el diagrama) forman complejos con otras proteínas 

AGO y principalmente median la metilación del DNA de loci transcritos por POL 

V. Adaptado de “Plant Small RNAs: Their Biogenesis, Regulatory Roles, and 
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Functions” (p. 3), por Zhan & Meyers (2023), Annual Review of Plant Biology, 

74(1). 

 

A la fecha, no hay muchos estudios a escala de transcriptoma completo sobre sRNAs en la 

regulación de la interacción de Botrytis con la planta hospedera. Aparte de esto, la mayoría de 

dichos estudios se restringen al análisis de los miRNAs de las plantas, frecuentemente dejando de 

lado a las otras clases de sRNAs, además de los sRNAs de Botrytis. El objetivo de este trabajo fue 

identificar RNAs pequeños (sRNAs) con un papel regulador en la interacción entre la planta 

modelo Arabidopsis thaliana y el hongo fitopatógeno Botrytis cinerea. 

A continuación, se muestra el manuscrito que fue enviado a la revista Frontiers in Genetics 

y que versa sobre el tema de esta tesis. Posteriormente, se incluye una sección de Discusión y 

Conclusiones sobre este trabajo.  
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Figure 1. Abundances of the different classes of non-redundant plant sRNAs. 
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Figure 2. Differentially expressed A. thaliana sRNAs. 
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Figure 3. Evolutionary conserved miRNAs and some known B. cinerea-responsive TAS loci-derived secondary siRNAs 

represented the majority of the differentially expressed A. thaliana sRNAs among the most accumulated in response to B. cinerea 

at 6 hpi. 
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Figure 4. Differentially expressed known pathogen responsive sRNAs at 6 hpi with B. cinerea treatment. 
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Figure 5. miR173-5p as well as some known A. thaliana extracellular vesicle-loaded TAS-derived secondary siRNAs are 

upregulated during early B. cinerea infection. 
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Figure 6. Biological processes in which the putative mRNA targets are involved. 
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Figure 7. small RNA-mediated gene silencing genes and their regulatory sRNAs are regulated during early B. cinerea infection. 
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Figure 8. Regulation of the expression of miR161.2, miR400, TAS2-siR165 and their respective PPR gene targets during early B. 

cinerea infection. 
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Supplementary Figure 1. Principal Component Analysis for sRNA and mRNA read counts from mock and B. cinerea treated 

samples (6 hpi). 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 2. Length distribution of mapped reads to the A. thaliana genome. 
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Supplementary Figure 3. Upregulation of miRNAs involved in the fine-tuning of hormone signaling pathways. 
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Supplementary Figure 4. Secondary siRNAs derived from the TAS1c transcript from AT2G39675 locus, biogenesis of which are 

triggered by miR173. 
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Supplementary Figure 5. Secondary siRNAs derived from the TAS2 transcript from AT2G39681 locus, biogenesis of which are 

triggered by miR173. 
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Supplementary Figure 6. Differentially expressed mRNAs during B. cinerea infection. 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 7. miR838 is upregulated during B. cinerea infection. 
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Discusión 

Dado que Botrytis cinerea (Botrytis) es un hongo que ocasiona la pérdida de numerosos cultivos 

importantes para el consumo humano, es necesario comprender los mecanismos que regulan la 

interacción con sus plantas hospederas para el desarrollo de estrategias para su contención. El 

objetivo de este trabajo fue el de identificar RNAs pequeños (sRNAs) regulatorios de la interacción 

de este hongo con la planta modelo Arabidopsis thaliana (Arabidopsis), específicamente durante 

tiempos tempranos de la interacción. Para ello, comparé los niveles de acumulación de sRNAs de 

hojas de plantas de cuatro semanas tratadas con Botrytis o con tratamiento control (mock) a las 6 

horas después de la inoculación (hpi). 

Ausencia de sRNAs de Botrytis a las 6 hpi 

Weiberg et al. (2013) analizaron bibliotecas de sRNAs extraídos de muestras de hojas de 

Arabidopsis tratadas con Botrytis [2x105 esporas/mL] a las 24, 48 y 72 hpi y reportaron que sRNAs 

de Botrytis participan como efectores en la interacción con Arabidopsis, reprimiendo genes de 

defensa de la planta (regulación entre reinos). He et al. (2023) reportaron que vesículas 

extracelulares de Botrytis (del tipo de vesículas que transporta a los sRNAs efectores de este 

hongo) se encuentran presentes en el sitio de la infección en hojas de Arabidopsis, según análisis 

de microscopia que realizaron a las 10 hpi. Para este trabajo, extrajimos sRNAs de muestras de 

hojas de Arabidopsis tratadas con solución control o con Botrytis a 6 hpi, utilizando una 

concentración de 5x104 esporas/mL, tal como se ha descrito anteriormente (L’Haridon et al., 

2011). 

Para esta etapa temprana de la infección no hubo acumulación de estos sRNAs conocidos 

de Botrytis que participan en la regulación entre reinos. Esto pudiera ser debido a que 6 hpi es un 

tiempo muy temprano en la interacción en el que Botrytis aún no ha producido esos sRNAs o no 

en la suficiente cantidad como para ser detectados y/o quizás también debido a la menor 

concentración de esporas inoculadas con respecto del trabajo de Weiberg et al. (2013). Es 

importante, entonces, estudiar cómo es que diferencias en las condiciones iniciales de inoculación 

afectan el crecimiento y desarrollo del hongo, así como el progreso de la infección. En general, 

esto resalta la importancia de llevar un seguimiento fino de la temporalidad y espacialidad 
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(particularmente durante etapas tempranas) de la infección en la investigación de los diferentes 

mecanismos moleculares que participan en esta interacción. 

Diferentes clases de sRNAs de Arabidopsis son sensibles a la infección causada por Botrytis 

En este trabajo, se mostró que diferentes clases de sRNAs (hc-siRNAs, miRNAs, siRNA 

secundarios, tsRNAs y otros posibles hpRNAs) presentan diferencias en su expresión en presencia 

de Botrytis en comparación con el tratamiento control. Parece haber importantes diferencias entre 

las proporciones de las clases de todos los sRNAs expresados no redundantes con los subconjuntos 

diferencialmente expresados, tanto inducidos como reprimidos (Figuras 1 y 2 del Artículo). Los 

datos sugieren que la interacción temprana entre Botrytis y Arabidopsis se caracteriza por la 

inducción de miRNAs y la represión de hc-siRNAs. 

Dado que los hc-siRNAs principalmente ejercen su regulación a nivel transcripcional, no 

se realizó una búsqueda para éstos de posibles genes blancos regulados a nivel postranscripcional. 

Estos sRNAs regulan la metilación del DNA en regiones repetitivas o con transposones en el 

genoma, la represión de estos sRNAs podría significar desmetilación de dichas regiones, lo que 

podría conducir a una mayor facilidad de expresión de genes relacionados con la defensa debido a 

la relajación de la estructura de la cromatina (Hannan Parker et al., 2022). Los hc-siRNAs 

representaron una proporción importante de los sRNAs no redundantes expresados 

diferencialmente a las 6 hpi, lo que representa el 65% de los sRNAs reprimidos con el tratamiento 

con Botrytis en comparación con el tratamiento control. Esto sugiere que la represión temprana de 

hc-siRNAs en Arabidopsis podría ser un mecanismo importante durante la interacción con 

Botrytis, facilitando en la planta la expresión de genes relacionados con la defensa. Se requiere 

más investigación sobre los tipos de loci de los que provienen estos hc-siRNAs y de sus 

ubicaciones en el genoma, principalmente para determinar si en la vecindad de los contextos 

genómicos hay genes relacionados con la inmunidad vegetal que pudieran estar inducidos. 

También sería bastante valioso contar con información de la metilación del DNA en estos loci para 

ver si efectivamente hay una desmetilación en estas regiones. 

Los miRNAs no solamente fueron la clase más representada de sRNAs no redundantes 

inducidos, sino que también fue la clase con mayores niveles de acumulación en presencia de 

Botrytis (Figuras 2 y 3 del Artículo). El perfil de inducción de miRNAs en presencia del hongo 

sugiere que esta es una respuesta de la planta que favorece la represión de reguladores negativos 
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de la inmunidad. En este trabajo se mostró que a las 6 hpi con Botrytis, Arabidopsis induce algunos 

sRNAs conocidos por ser sensibles a patógenos, que incluyen tanto a miRNAs como a siRNAs 

secundarios y que también son parte de los sRNAs más acumulados (Figuras 3 y 4 del Artículo). 

Llama la atención el hecho de que la mayoría de los miRNAs más abundantes son, de hecho, 

miRNAs evolutivamente conservados (Figura 3 del Artículo). Sería interesante investigar si esto 

ocurre en otras especies vegetales a tiempos tempranos de la interacción con este hongo y si esto 

también ocurre con otros patógenos. De ser así, sería también importante averiguar si esto 

representa una oportunidad para desarrollar una estrategia para el control de Botrytis que fuese 

aplicable en diversas especies vegetales. 

Inducción de la expresión de miRNAs reguladores de hormonas vegetales durante etapas 

tempranas de la infección por Botrytis 

La activación de la inmunidad de las plantas también suele correlacionarse con la regulación 

positiva de miRNAs reguladores de hormonas vegetales, ya que existe una compensación entre el 

crecimiento de las plantas y las actividades de defensa (Qiao et al., 2021). En este trabajo, se 

mostró que miR167, miR159 y miR319 estuvieron inducidos en presencia de Botrytis, mientras 

que genes blancos estuvieron reprimidos (Figura suplementaria 3 del Artículo). Estos miRNAs 

regulan genes blancos relacionados con las vías de señalización de auxinas, ácido abscísico (ABA) 

y ácido jasmónico (JA), respectivamente (Reyes & Chua, 2007; Rhoades et al., 2002; Schommer 

et al., 2008; W. Zhang et al., 2011). Esto sugiere que estos miRNAs podrían estar mediando una 

respuesta a través de estas vías en Arabidopsis durante la interacción temprana con Botrytis. De 

acuerdo con la importancia de estos miRNAs en la respuesta al estrés biótico, Zhang et al., (2011) 

informaron que hojas de Arabidopsis mostraron inducción de miR167 y miR159 a las 6 hpi de 

haber sido inoculadas con una cepa no virulenta del patógeno bacteriano Pseudomonas syringae 

pv. Tomato con un sistema de secreción de tipo III mutado hrcC; mientras que hojas inoculadas 

con una cepa avirulenta portadora de la proteína efectora avrRpt2, mostraron inducción de miR159 

y miR319 a las 14 hpi. Este grupo de investigación reportó la respectiva represión de genes blancos 

de estos miRNAs, lo que sugiere la represión de los componentes implicados en las vías de 

señalización de auxinas, ABA y JA. Por otra parte, Jin y Wu (2015) y Wu et al. (2020) mostraron 

que sly-miR159 y sly-miR319 y sus respectivos genes blancos también están inducidos y 

reprimidos, respectivamente en tomate durante la infección por Botrytis, lo cual también resalta la 
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participación de estos miRNAs en la interacción de las plantas con este hongo fitopatógeno. Ellos 

también reportaron que líneas de Arabidopsis de sobreexpresión de miR319c mostraron no solo la 

disminución del gen blanco TCP2, sino también una mayor resistencia a la infección por Botrytis, 

señalando a TCP2 como un regulador negativo de la resistencia de Arabidopsis a la infección 

causada por Botrytis.  

En conjunto, estos datos sugieren que la regulación de la expresión de miR167, miR159, 

miR319 y de sus genes blancos es importante durante una etapa temprana de la interacción entre 

Arabidopsis y Botrytis, probablemente regulando positivamente las respuestas de defensa de las 

plantas, por lo menos para el caso de miR319. 

sRNAs de Arabidopsis que regulan genes entre reinos responden temprano a Botrytis 

Cai et al. (2018) mostraron que como parte de los mecanismos de defensa de Arabidopsis, TAS1c-

siR483 y TAS2-siR453 (siRNAs secundarios derivados de los transcritos de TAS1c y TAS2) se 

cargan selectivamente en las vesículas extracelulares de Arabidopsis para ser transportados a 

células de Botrytis y silenciar genes de virulencia (regulación entre reinos). Este grupo de 

investigación también reportó que TAS1c-siR483, TAS2-siR453, IGN-siR1 (un hc-siRNA) y 

miR166 se localizaron dentro de protoplastos de Botrytis purificados de hojas de Arabidopsis 

infectadas con este hongo. He et al. (2023) reportaron que vesículas extracelulares, del tipo que 

puede portar a estos sRNAs de Arabidopsis, ya están presentes en el sito de infección a las 10 hpi. 

Zhang et al., (2016) informaron que los miRNAs de algodón miR159 y miR166 también pueden 

inducir un silenciamiento entre reinos de genes relacionados con la virulencia, en este caso, con el 

patógeno fúngico Verticillium dahliae. Este grupo mostró que estos dos miRNAs estaban presentes 

dentro de las células fúngicas y que se inducían tras la infección y que sus posibles genes blancos 

en el hongo, HiC-15 y Clp-1, estaban justamente reprimidos en las hifas de éste. En este trabajo 

se mostró que TAS1c-siR483, miR166e-3p/f/b-3p/a-3p/g/c/d/h/i y miR159b-3p se inducen y son 

parte de los sRNAs más abundantes, en hojas de Arabidopsis en tiempos tempranos de la 

interacción con Botrytis, (Figura 3 del Artículo). 

Estos datos sugieren que la inducción de los sRNAs transportados por vesículas 

extracelulares de plantas, TAS1c-siR483 y posiblemente miR166 y miR159, es importante en la 

respuesta temprana ante Botrytis. Podría ser interesante investigar una participación temprana de 

regulación entre reinos mediado por estos sRNAs de Arabidopsis. 
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Regulación de DCL1 y AGO2 mediada por miRNAs como parte de la respuesta temprana 

a Botrytis 

Para este trabajo se realizó un análisis de enriquecimiento de términos GO asociados a los 

posibles genes blancos de los sRNAs expresados diferencialmente que ejercen sus funciones a 

nivel postranscripcional. Este análisis reveló que los genes blancos están involucrados en 

diferentes procesos biológicos. En particular, se reportó que hubo un alto enriquecimiento para el 

término GO “primary miRNA processing (GO:0031053)”. Uno de los genes asociados a este 

término fue DCL1, cuya proteína está involucrada en la biogénesis de miRNAs (Morgado, 2020) 

y cuyo transcrito es regulado por miR162 (Xie et al., 2003). Zhang et al. (2015) reportaron que 

cuando plantas de arroz son infectadas con el patógeno Magnaporthe oryzae hay una represión de 

OsDCL1 e inducción de osa-miR162a. Este grupo de investigación también reportó que líneas de 

arroz de RNAi de OsDCL1 expresaban constitutivamente genes relacionados con la defensa y 

también eran más resistentes a cepas virulentas de M. oryzae, planteando la hipótesis de un papel 

negativo de OsDCL1 en la inmunidad del arroz. En este trabajo se mostró que en una etapa 

temprana de la infección causada por Botrytis, miR162b-3p/a-3p se encuentra inducido, mientras 

que su gen blanco, DCL1, se encuentra reprimido (Figura 7 del Artículo). Rajagopalan et al., 

(2006) reportaron que además de miR162, miR838 es otro miRNA con potencial para regular 

DCL1 a nivel postranscripcional. Este grupo reportó que este miRNA deriva de una estructura tipo 

tallo-asa dentro del intrón 14 del pre-mRNA de DCL1 y propusieron que la presencia de este 

miRNA intrónico permite un mecanismo de autorregulación que ayuda a mantener la homeostasis 

de DCL1 en Arabidopsis. En este trabajo mostré que miR838 se encuentra inducido en el 

tratamiento con Botrytis (Figura suplementaria 7 del Artículo).  

AGO2 fue otro ejemplo de un gen relacionado con el silenciamiento guiado por sRNAs 

que estuvo asociado con un término GO enriquecido, en este caso el término fue “response to 

stimulus (GO:0050896)”. Allen et al. (2005) reportaron que miR403-3p regula negativamente a 

AGO2. Harvey et al. (2011), por otra parte, han caracterizado a AGO2 como un gen de defensa 

antiviral que responde a varios virus de plantas. Este grupo de investigación menciona que AGO1 

representa una primera capa de defensa mediada por sRNAs en las interacciones entre plantas y 

virus, que puede ser inactivada por algunos virus que producen supresores de AGO1. También 

mencionan que esto activa una segunda capa de defensa mediada por sRNAs donde AGO2 ya no 

es reprimido por miR403 que se asociaba con AGO1. En este trabajo se mostró que miR403-3p 
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estaba inducido y que AGO2 estaba reprimido en la infección temprana por Botrytis (Figura 7 del 

Artículo). 

En conjunto, estos resultados sugieren que la represión de DCL1 y AGO2 podría ser 

importante en una etapa temprana de interacción de Arabidopsis con Botrytis. Dado que se ha 

hipotetizado un rol negativo para DCL1 en la inmunidad en arroz, es posible que su represión en 

Arabidopsis a tiempos tempranos de interactuar con Botrytis sea un mecanismo que regule 

positivamente las defensas de la planta. A pesar de la represión temprana de DCL1, se muestra el 

aumento de la acumulación de diversos miRNAs (Figura 2 del Artículo) de Arabidopsis en 

presencia de Botrytis. Esto podría indicar que otros mecanismos reguladores y no solo la 

transcripción de DCL1, actúan para promover la actividad de la enzima DCL1 para lograr la 

acumulación de los miRNAs. Recordando que Arabidopsis de genotipo silvestre son al final 

sensibles a Botrytis, para el caso de la represión de AGO2, bien podría tratarse de una regulación 

inducida por el hongo que más bien es perjudicial para la planta. Podría ser una estrategia 

encaminada a silenciar una capa de inmunidad mediada por sRNAs en la planta. 

Silenciamiento de genes PPR como respuesta temprana a la infección causada por Botrytis 

Asociado con el término GO enriquecido “biological regulation (GO:0065007)”, se encontró a un 

gen de la familia pentatricopeptide repeat-containing protein (PPR) (AT5G55840). Como parte 

de su proyecto de maestría, mi compañera Ana Karen Ávila, al analizar el degradoma de raíces de 

Arabidopsis en interacción con Serendipita indica, un hongo con el que Arabidopsis podría formar 

una asociación benéfica, encontró que miR161.2 regula negativamente a transcritos de genes de la 

familia PPR. Ella mostró que miR161.2 media el silenciamiento por corte de este gen PPR, 

AT5G55840 (Ana Karen Ávila-Sandoval, comunicación personal, junio, 2023). Por otro lado, Hou 

et al., (2019) reportaron que miR161 regula positivamente la defensa de Arabidopsis contra 

Phytophthora capsici, causando la producción de siRNAs secundarios a partir de transcritos de 

genes PPR. Estos siRNAs secundarios, a su vez, potencialmente regulan genes de virulencia de 

este oomiceto patógeno (regulación entre reinos), pues se pueden encontrar en vesículas 

extracelulares de la planta (Hou et al., 2019). Ellos también mostraron que miR161 y los siRNAs 

secundarios derivados de los PPR, PPR-siRNA-1 y PPR-siRNA-2 estaban inducidos tras la 

exposición a P. capsici y que líneas de sobreexpresión y knock-out de Arabidopsis de MIR161 

muestran una mayor resistencia o mucha mayor susceptibilidad a P. capsici, respectivamente. Este 
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grupo mostró que líneas mutantes de Arabidopsis de RDR6 y SGS3 (enzimas implicadas en la 

producción de siRNAs secundarios) también eran mucho más susceptibles al patógeno, sugiriendo 

que la vía de siRNAs secundarios tiene un papel importante en la defensa de las plantas durante la 

infección por P. capsici. Además de la validación de la regulación del PPR AT5G55840 (Ana 

Karen Ávila-Sandoval, comunicación personal, junio, 2023), se ha confirmado previamente la 

regulación de los genes PPR AT1G62914 y AT5G41170 por miR161.2 (Allen et al., 2004; Vargas-

Asencio & Perry, 2020). En el artículo sometido a la revista Frontiers in Genetics se presentó otro 

gen blanco de la familia PPR, AT5G65560, que posiblemente es regulado por miR161.2 (Figura 

8 y Tabla suplementaria 5 del Artículo). Se requiere de trabajo experimental para validar esta 

regulación. 

Además de miR161.2, otros sRNAs que pueden regular genes PPR de Arabidopsis son 

miR161.1, miR400 y algunos siRNAs secundarios derivados de transcritos de los loci TAS1a/b/c 

y TAS2 (Allen et al., 2004; Howell et al., 2007; Park et al., 2014). Por ejemplo, Park et al. (2014) 

reportaron que miR400 regula el gen PPR AT1G62720 y mutantes knockdown de este gen PPR 

son más susceptibles a Botrytis. El PPR AT1G62914 además de ser regulado por miR161.2, 

potencialmente también es regulado tanto por miR400 como por TAS2-siR165; mientras que el 

PPR AT5G41170 es también potencialmente regulado por TAS2-siR165 (Figura 8 y Tabla 

suplementaria 5 del Artículo). Para este trabajo se mostró que en plantas tratadas con Botrytis hay 

una inducción temprana de miR161.2, miR400 y TAS2-siR165 (Figuras 5 y 8 del Artículo). A 

pesar de que no hubo diferencia en la acumulación de AT1G62720 (el PPR blanco validado para 

miR400) entre los tratamientos, en este trabajo se mostró que los PPRs AT1G62914, AT5G41170, 

AT5G55840 y AT5G65560 sí se encuentran reprimidos en presencia de Botrytis (Figura 8 del 

Artículo). Es importante mencionar que la producción de siRNAs secundarios derivados de 

transcritos TAS es desencadenada por el corte de estos transcritos mediad por miR173, el cuál 

también muestra una inducción en presencia de Botrytis (Figura 5 del Artículo). Estos resultados 

sugieren que miR161.2, miR400 y miR173/TAS2-siR165 median la regulación de un subconjunto 

de genes PPR durante la infección temprana por Botrytis en Arabidopsis. Investigaciones futuras 

podrían ayudar a indicar si siRNAs secundarios son producidos a partir de estos PPRs regulados, 

los cuales pudieran incluso ser parte de la regulación entre reinos.  
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Conclusiones 

Los resultados que se presentan en esta tesis confirman que sí hay RNAs pequeños (sRNAs) que 

participan en la regulación de la interacción de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) con el hongo 

fitopatógeno Botrytis cinerea (Botrytis). El hecho de que una proporción importante de sRNAs 

reprimidos en presencia de Botrytis sean hc-siRNAs sugiere que una de las respuestas tempranas 

de las plantas se orienta a mantener una estructura relajada de la cromatina, lo cual podría permitir 

una transcripción más eficiente de genes de defensa. Otros análisis se requieren para comprobar 

esta hipótesis. 

La inducción de miRNAs involucrados en la regulación de hormonas vegetales en 

presencia de Botrytis (que pudieran estar reprimiendo posibles reguladores negativos de la 

respuesta inmune), la inducción de algunos sRNAs que participan en la regulación de genes entre 

reinos (posible preparación de la planta para enviar estos sRNAs en vesículas extracelulares a las 

células de Botrytis) y la inducción de sRNAs que desencadenan la producción de siRNAs 

secundarios a partir de transcritos PPR, podrían representar respuestas tempranas que regulan 

positivamente la inmunidad en plantas contra la infección causada por Botrytis. 

Durante tiempos tempranos de la interacción entre Arabidopsis y Botrytis, los niveles de 

expresión de DCL1 y de AGO2, componentes clave de las rutas de silenciamiento mediadas por 

sRNAs, son regulados precisamente por sRNAs, lo cual podría ser importante en una etapa 

temprana de la interacción entre Arabidopsis y Botrytis. Más investigación se requiere para 

entender esta regulación.  
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Perspectivas 

 

Dado que reportamos varios sRNAs que potencialmente participan en la regulación temprana de 

la interacción de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) con el hongo fitopatógeno Botrytis cinerea 

(Botrytis), será bastante valioso tener validaciones experimentales de los patrones de expresión de 

dichos sRNAs y de sus genes blanco en esta etapa de la interacción, para consolidar estos 

hallazgos. 

 

En vista de que una buena proporción de los sRNAs diferencialmente expresados en presencia de 

Botrytis corresponden a hc-siRNAs, resulta de interés averiguar el papel de estos sRNAs en la 

regulación de la interacción Arabidopsis-Botrytis. 

 

Queda pendiente extender los análisis de esta tesis para más tiempos de la interacción, con el fin 

de dar un seguimiento a las dinámicas de expresión de los sRNAs reguladores y de sus genes 

blancos, o bien, para identificar nuevas regulaciones. 

 

Sería interesante extender los análisis presentados en este trabajo para genotipos de Arabidopsis 

resistentes a la infección por Botrytis y contrastar con los datos aquí presentados con el objetivo 

de identificar otros sRNAs, así como a sus genes blanco, que pudieran estar involucrados en la 

regulación temprana de la interacción.  
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