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RESUMEN 

El frijol es una de las  leguminosas más importante para consumo humano en el 

mundo, la cual establece una relación simbiótica con las bacterias fijadoras de 

nitrógeno del género rhizobia. El rhizobia infecta la raíz de su leguminosa 

hospedera, induce la formación de nódulos donde se establece y nitrógeno para 

proveerlo a la planta, lo cual reduce costos de fertilización.  

La toxicidad por metales en el suelo es uno de los estreses abióticos que afecta la 

producción de cultivos de frijol y la fijación simbiótica de nitrógeno.  Es importante 

conocer a profundidad cuáles son los reguladores involucrados en las respuestas 

de la planta para contender con el exceso de metales tales como aluminio (Al) y 

cobre (Cu) que son frecuentes en el tipo de suelos en los que crece el frijol.  

En este trabajo caracterizamos las respuestas fisiológicas de las plantas de frijol  

inoculadas con Rhizobioum tropici CIAT899, expuestas a toxicidad por Al  

comparadas con las plantas en condiciones control. Entre las respuestas de la raíz 

y los nódulos destacaron la lipoperoxidación, la acumulación de especies reactivas 

de oxígeno, la acumulación de callosa y la muerte celular así como una disminución 

en la actividad de la enzima nitrogenasa en los nódulos. 

Entre los reguladores relacionados con las respuestas ante estrés abiótico se han 

identificado a los microRNAs (micro Ácidos Ribonucleicos) como componentes 

primordiales en esta  regulación, por lo cual en este trabajo analizamos  la expresión 

diferencial de los miRNAs ante toxicidad por metales, utilizando el enfoque de 

macroarreglos de miRNAs. Identificamos 28 miRNAs de frijol que responden a la 

toxicidad por aluminio y 26 miRNAs a la toxicidad por cobre. Estos incluyen, los 

reguladores miR164, miR170 miR393, miR396, pvu-miR1511 que inducen su 
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expresión, así como  los miR157, miR169 y miR398 que inhiben su expresión en la 

raíz y los nódulos de plantas de frijol expuestas a toxicidad por los metales Al y Cu. 

Además nos planteamos analizar la función del pvu-miR1511 y su blanco predicho  

(SP1L) que aún se desconoce, utilizando el enfoque de genética reversa. 

Observamos que las plantas compuestas que sobreexpresan el miR1511 mostraron 

una disminución en el tamaño de los nódulos así como en la actividad de la 

nitrogenasa, indicando que la función de este  microRNA podría estar relacionada 

con el desarrollo de los nódulos. 

Como parte de la caracterización de miRNAs responsivos a metales, analizamos la 

expresión de miR398 y de sus genes blanco CSD1 y Nod19 en raíces, nódulos y 

hojas de frijol comprobando el papel que tiene este miRNA en la homeostasis de 

Cu. 

Los resultados de este trabajo proveen las bases para analizar y concluir sobre la 

función de miRNAs específicos en la regulación de la respuesta del frijol  a la 

toxicidad por metales.   
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ABSTRACT 

Commom bean is one of the most important legumes for human consumption in 

the world, which establishes a symbiotic relationship with the nitrogen fixing 

bacteria of the rhizobia genus. Rhizobia infects the root of its host legume, 

induces the formation of nodules where it is established and nitrogen to provide 

it to the plant, which reduces fertilization costs. 

Metal toxicity in the soil is one of the abiotic stresses that affect the production of 

bean crops and symbiotic nitrogen fixation. It is important to know in depth which 

regulators are involved in the plant responses to cope with excess metals such 

as aluminum (Al) and copper (Cu) that are frequent in the type of soils in which 

beans grow 

In this work we characterize the physiological responses of bean plants 

inoculated with Rhizobioum tropici CIAT899, exposed to Al toxicity compared to 

plants under control conditions. Among the root and nodule responses were 

lipoperoxidation, accumulation of reactive oxygen species, callus accumulation 

and cell death as well as a decrease in the activity of the enzyme nitrogenase in 

the nodules 

Among regulators related to abiotic stress responses, microRNAs (micro 

Ribonucleic Acids) have been identified as primordial components in this 

regulation, so in this work we analyze the differential expression of miRNAs 

against metal toxicity, using the approach of miRNAs macroarray. We identified 

28 bean miRNAs that respond to aluminum toxicity and 26 miRNAs to copper 

toxicity. These include the miR167, miR170 miR393, miR396, pvu-miR1511 

regulators that induce their expression, as well as the miR157, miR169 and 
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miR398 regulators that inhibit their expression in bean plant nodules exposed to 

Al and Cu. 

We also analyzed the role of pvu-miR1511 and its predicted target (SP1L), which 

is still unknown, using the reverse genetics approach. We observed that the 

composite plants that overexpress the miR1511 showed a decrease in the nodule 

size as well as in the activity of the nitrogenase, indicating that the function of this 

microRNA could be related to the nodule development. 

As part of the characterization of metal responsive miRNAs, we analyzed the 

expression of miR398 and its target genes CSD1 and Nod19 in roots, nodules 

and leaves of bean, confirming the role of this miRNA in Cu homeostasis. 

The results of this work provide the basis for analyzing and concluding about the 

role of specific miRNAs in the regulation of bean response to metal toxicity. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Las plantas leguminosas y la  fijación biológica de nitrógeno. 

La familia Fabaceae (leguminosas) es uno de los grupos taxonómicos con mayor 

número  de  plantas angiospermas contando con 18,000 especies, muchas de ellas 

importantes como alimento o forraje, por su alto contenido proteico (Lewis et al., 

2005). Estas plantas tienen la capacidad para asociarse en simbiosis con bacterias 

de suelo de la familia Rhizobiaceae que fijan el  nitrógeno atmosférico libre, el cual 

es asimilado por las plantas.  

El proceso de la fijación biológica del nitrógeno es llevado a cabo por las bacterias 

rhizobia que proliferan en el suelo, las cuales reconocen y responden a compuestos 

secretados por las raíces de las plantas leguminosas, tales como flavonoides. Estas 

moléculas inducen a los genes nod, los cuales codifican para las proteínas 

requeridas para la síntesis y secreción de los factores Nod (Figura 1). Los factores 

Nod son lipo-quito-oligosacáridos con modificaciones químicas reconocidas por el 

hospedero. Los factores Nod inician los cambios en el desarrollo de la planta en el 

proceso de nodulación, incluyendo la deformación del pelo radicular, la 

despolarización de la membrana, las oscilaciones de calcio intracellar y la iniciación 

de la división celular en el cortex de la raíz, el cual establece un primordio y consigo 

la proliferación celular que resultará en la formación de un nuevo órgano: el nódulo. 

(Dénarié et al., 1996; Geurts et al., 2002) (Figura 1).  

Durante las primeras fases de la simbiosis los rhizobia crecen, se dividen y migran 

a una nueva estructura tubular llamada hilo de infección que generalmente es 

iniciado cuando rhizobia queda atrapada entre dos paredes celulares de los pelos 

radiculares. La formación del hilo infectivo normalmente ocurre cuando un pelo 

radical deformado forma una curvatura o bucle, y la bacteria se une al pelo radical 

quedando atrapada entre las paredes celulares (Callaham et al. 1981). El hilo de 
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infección va migrando dentro del pelo radicular, dentro de la célula epidermal, 

mientras  los rhizobia se dividen y crecen dentro de él, asegurando así la 

colonización de un suficiente número de células del nódulo (Van den Bosch K. et 

al., 1989; van Spronsen et al. 1994).  

 

Figura 1. Pasos iniciales del proceso de infección por rhizobia en una raíz de una leguminosa. 

Cuando ya se ha formado el nódulo, las bacterias llevan a cabo la fijación biológica 

del nitrógeno atmosférico, la cual consiste en la reducción del N2 a amonio (NH4+) 

por la enzima nitrogenasa (Nasa). Esta ruta metabólica es la segunda ruta 

metabólica más importante para el mantenimiento de la biósfera, después de la 

fotosíntesis (Sprent J.I 2009). 

En las diferentes leguminosas podemos encontrar dos tipos de nódulos: 

determinados o indeterminados, lo cual se relaciona con el sitio en donde se inducen 



14 
 
 

 

 

las divisiones mitóticas en la raíz para su formación. Si las divisiones se dan en el 

córtex interno se originan nódulos indeterminados y si se dan en el córtex externo, 

nódulos determinados. Ambos tipos de nódulos presentan una estructura anatómica 

distinta. En el caso de los nódulos indeterminados rhizobium induce las primeras 

divisiones en el plano anticlinal originando el primordio del nódulo. Desde el inicio 

se establece una polaridad en el primordio manteniendo la actividad meristemática 

en el ápice, causando un crecimiento del primordio hacia el exterior, mientras que 

las capas celulares inferiores se van diferenciando (Foucher F. y Kondorosi E., 

2000). En los nódulos determinados a diferencia de los indeterminados, no hay un 

meristemo permanente. Su crecimiento se basa en la expansión en vez de en la 

división celular, razón por la que presentan una morfología esférica en lugar de 

cilíndrica (Hirsch A.M., 1992). La causa de la ausencia de un meristemo permanente 

la podemos encontrar en el proceso de formación ya que las primeras divisiones 

celulares en respuesta a la presencia de Rhizobium son anticlinales y se producen 

en las células corticales en seguida se genera otro foco de división celular en el 

periciclo. Posteriormente, estos dos meristemos convergen generando el primordio 

nodular, en el cual podemos encontrarnos células no vacuoladas procedente de las 

divisiones de las células corticales conformando el tejido central del nódulo, y 

células con un elevado grado de vacuolización procedentes de las divisiones en el 

periciclo, componiendo el parénquima nodular que rodea al tejido central; gran parte 

de la actividad mitótica en la región central del nódulo se pierde transcurridos 12 a 

18 días tras la inoculación (Newcomb W. et al. , 1979; Rolfe B.G. y Gresshoff P.M., 

1988). 

El frijol (Phaseolus vulgaris), forma  nódulos de tipo determinado, en este órgano se  

convierten el N2 en amoniaco gracias a la actividad del complejo enzimático 

nitrogenasa (Nasa). 
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En los nódulos, el bacteroide convierte el N2 en amoniaco gracias a la actividad del 

complejo enzimático (Nasa), el cual está constituido por dos metaloproteínas y 

puede contener tres tipos de grupos prostéticos (Sprent, 2009). La proteína I es 

llamada también dinitrogenasa o Fierromolibdeno-proteína. El otro componente, la 

proteína II, es nombrada dinitrogenasa reductasa o Fierro-proteína. 

 La proteína I es un tetrámero de alrededor de 220,000 Da, formado por dos tipos 

de subunidades α2 β2, de masa molecular semejante, y que son los productos de 

los genes nifDK . Esta proteína contiene el cofactor con fierro y molibdeno (FeMo-

Co). La proteína también contiene dos grupos prostéticos diferentes: cuatro grupos 

4Fe-4S, llamados grupos P ligados de manera covalente a residuos de cisteína de 

las subunidades α y β y los dos grupos FeMoCo unidos a la subunidad α, en donde 

son transportados los electrones y es reducido el N2. (Leigh 2002; Sprent 2009) 

La proteína II es un dímero de alrededor de 68,000 Da, formado por dos 

subunidades idénticas unidas por un grupo prostético único de 4Fe-4S. El gen 

responsable de la síntesis de esta proteína es nifH. Esta proteína tiene la función de 

transportar los electrones del donador fisiológico de electrones (ferrodoxina o 

flavodoxina) hacia la proteína I para llevar a cabo la reducción de la molécula de N2. 

La Nasa es sumamente lábil a la inactivación por el 02 incluso para su purificación 

se requieren condiciones anaeróbicas estrictas debido a que el cofactor FeMoCo es 

irreversiblemente desnaturalizado y oxidado. La fijación biológica del nitrógeno es 

un proceso que requiere un gasto considerable de energía es por eso que  está 

sometida a una estricta regulación (Leigh, 2002).  

Como se mencionó anteriormente la Nasa genera el nitrógeno asimilable (NH4+), 

que es metabolizado en las células nodulares a amidas o ureidos, que luego son 

exportados vía xilema al resto de la planta, donde éstos son usados (Mayz, 1997). 

El primer producto de la reacción de fijación es NH3 (amoníaco), pero este es 
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rápidamente protonado, formándose NH4+, tomando parte en las reacciones de 

asimilación (Sprent y Sprent, 1990). 

El amonio es un inhibidor de la síntesis de la nitrogenasa, por lo que es necesaria  

su rápida asimilación; en el citosol de las células infectadas, éste es procesado por 

la enzima glutamina sintetasa formándose glutamina, la cual puede ser exportada o 

usada para restaurar el ácido glutámico (Sprent y Sprent, 1990; Ortega et al., 2004). 

Las leguminosas simbióticas pueden ser separadas en dos grupos de acuerdo a los 

productos exportados desde los nódulos: las exportadoras de amidas (asparagina, 

glutamina) y las exportadoras de ureidos (alantoína y ácido alantoico). 

El primer grupo incluye varias especies de regiones templadas, entre estas Lupinus 

subcarnosus, Pisum sativum y Medicago sativa y el segundo varias especies 

tropicales, como Glycine max, Phaseolus vulgaris y Vigna unguiculata (Miflin y 

Habash, 2002; Harrison et al., 2003). 

El proceso de fijación de nitrógeno puede ser afectado por múltiples factores 

abióticos, uno de los más estudiados y que se ha demostrado que tiene un 

importante impacto  es el estrés hídrico,  ya que se ha señalado que éste provoca 

una limitación de carbono en los nódulos de las leguminosas que podría ser la causa 

del descenso de la fijación de nitrógeno en las mismas (Gálvez et al. 2005).La 

salinidad y la toxicidad por metales como Cadmio  también provoca estrés oxidativo 

el cual se ha relacionado también como un factor importante en la disfunción del 

proceso de fijación de nitrógeno, debido a la sobreproducción de ROS (Becana et 

al. 2010; Marino et al. 2013). 

 
 

1.2 El cultivo del frijol y el estrés abiótico. 

De las miles especies de leguminosas, el frijol (Phaseolus vulgaris) es la más 

importante para la alimentación humana, comprende el 50% de las leguminosas 

consumidas alrededor del mundo principalmente en Latinoamérica y África. En 
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algunos países como México y Brasil, el frijol es la principal fuente de proteínas en 

la dieta. (Broughton et al. 2003). 

Algunos tipos de estrés abiótico como la salinidad, las deficiencias de nutrientes, los 

altos y bajos niveles de pH y toxicidades de metales son factores que limitan la 

producción de esta leguminosa. Muchos de los suelos de producción de frijol en 

África y Latinoamérica tienen un pH ácido lo que resulta en deficiencia de fósforo, 

toxicidad por alumninio (Al) y en algunos casos por manganeso (Mn). El aluminio es 

el metal más abundante en la corteza terrestre en donde se encuentra de forma no 

fitotóxica pero al solubilizarse en suelos ácidos, se convierte en uno de los factores 

más limitantes en la producción de cultivos (Abruna et al. 1982, Zheng 2010; Haynes 

et al. 2001). 

 

1.3.  El estrés de las plantas por la toxicidad por aluminio, por cobre y por otros 

metales  

 

Los metales, tanto esenciales (cobre, fierro, manganeso y zinc) como no esenciales 

(cadmio, cobalto y mercurio) afectan el crecimiento y mantenimiento de las plantas. 

En general estos metales, al encontrarse en concentraciones superiores a las 

óptimas, inducen la acumulación de especies reactivas de oxígeno dando lugar a 

un daño de lípidos, proteínas y DNA (Schützendübel and Polle, 2002).   

Uno de los síntomas principales en respuesta a metales como aluminio (Al), cobre 

(Cu), cadmio y mercurio es la inhibición del crecimiento de raíz, siendo el ápice de 

la radícula la zona más sensible de este efecto (Schutzendübel et al., 2001; Kochian 

et al., 2005; Rellán-Álvarez et al., 2006; Lequeux et al., 2010).   

La expresión de diversos transportadores de metales es esencial para la tolerancia 

a la toxicidad por metales. Los transportadores de tipo ABC (ATP-binding casette) 

regula el transporte de Al y cadmio (Kim et al., 2007; Huang et al., 2012). La familia 
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NRAMP (natural resistance-associated macrophage protein) regula la respuesta a 

metales como Cd, Mn and Zn transport (DalCorso et al., 2010). 

En este trabajo exploramos las respuestas del frijol a la toxicidad por aluminio y por 

cobre. A continuación se resume información sobre el efecto de la concentración 

elevada de estos metales en las plantas.  

 

La toxicidad por aluminio ocasiona distintas respuestas en las plantas entre las 

cuales se encuentran: 

-El síntoma primordial de las plantas al estar expuestas a una alta concentración de 

Al es la inhibición de la longitud de raíz, dando como resultado un sistema radical 

reducido y dañado lo cual lleva a una toma de nutrientes y minerales limitada. Esta 

respuesta es muy rápida (minutos) y es debida a que el Al inhibe la expansión y la 

elongación celular y a largo plazo la división celular también llega a verse afectada 

(Barceló et al. 2002; Matsumoto 2000). 

- El sitio en donde se concentra el efecto de la toxicidad por Al es el ápice de la raíz, 

por lo que los mecanismos de tolerancia ocurren en esta región de la raíz (Ryan et 

al. 1993; Sivaguru et al. 1998). 

-El aluminio afecta la dinámica del citoesqueleto, ya que interactúa con microtúbulos 

y filamentos de actina, lo cual podría ser una de las principales causas de la 

inhibición del crecimiento de raíz (Grabski et al. 1995; Sivaguru et al. 2003). 

-Además del citoesqueleto hay otros sitios que son blanco del Al como la pared 

celular, membrana celular y el núcleo, debido la reactividad del Al (Kochian et al. 

2005). 

-La exposición a Al altera los niveles citosólicos de Ca2+, y pueden inhibir la enzima 

fosfolipasa C en la vía de los fosfoinosítidos asociado con la señalización de Calcio 

(Jones et al. 1995; 1998). 
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- El Al promueve la inducción de especies reactivas de oxígeno (ROS) dando lugar 

a un daño peroxidativo a membranas (Horst et al. 1992; Yamamoto et al 2001) 

-La generación de ROS inducidas por Al se asocia con una disfunción de la 

mitocondria lo cual también se ha relacionado con la inhibición del crecimiento de la 

raíz (Yamamoto et al. 2002). 

 

-El aluminio interfiere con el transporte y absorción de varios elementos esenciales 

como Cu, Zn, Ca, Mg, Mn, K, P y Fe. Además que la acidez del suelo promueve un 

antagonismo entre Ca y Al probablemente afectando la absorción de Ca por las 

plantas (Rout et al. 2001). 

El mecanismo fisiológico de la plantas ante este estrés es la exudación de ácidos 

orgánicos por la raíz, éstos pueden ser oxalato, malato o citrato dependiendo de la 

especie de la planta. 

Diversos estudios han mostrado que la liberación de ácidos orgánicos activada por 

Al es una respuesta muy rápida que se da en minutos, lo cual indica que ésta 

regulación y activación es a nivel de proteínas y no a un nivel de genes (Delhaize et 

al. 1993).  Esta continua exudación de ácidos orgánicos incrementa su 

concentración en la superficie del ápice radicular a niveles suficientes para quelar y 

detoxificar una importante fracción del Al presente en la rizósfera  que está en 

contacto con los ápices de la raíz previniendo su entrada a la misma; esta exudación 

continua así como la raíz va creciendo en el suelo, manteniendo su función de 

barrera quelante alrededor del ápice de raíz  (Delhaize et al. 1993; Miyasaka et al. 

1991). 

Otro mecanismo fisiológico de resistencia a Al  se basa en formar complejos y 

detoxificación del Al después de haber entrado a la planta. Estos complejos pueden 

ser formados con citrato u oxalato; estos complejos se forman en el citosol, el cual 
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está a un pH alrededor de 7, y lo protege de algún daño (Ma et al. 1997). La 

acumulación de Al interno generalmente se lleva a cabo en hojas (Ma et al., 2001) 

y es transportado desde el tallo por medio del xilema; para que se lleve a cabo este 

transporte los complejos generalmente son con citrato (Ma et al. 2000), lo cual 

implica un intercambio de ligando de oxalato a citrato. En algunos casos, para que 

el Al pueda ser transportado en el xilema y luego cambia de nuevo el ligando para 

formar complejos con oxalato cuando se acumula en hojas, ubicándose esta 

acumulación principalmente en vacuolas  (Shen et al. 2002). 

En cuanto a los mecanismos genéticos involucrados en la resistencia de Al se 

encuentran la expresión de transportadores de ácidos orgánicos como malato, 

siendo un ejemplo de este ALMT1 identificado en trigo (Sasaki et al. 2004). También 

genes involucrados con la capacidad de la planta para enfrentarse a las especies 

reactivas de oxígeno, como son genes codificantes para peroxidasas y superóxido 

dismutasas (Ezaki et al., 2000, Basu et al. 2001). También se ha reportado la 

inducción de genes codificantes para miembros de la familia de proteínas 

arabinogalactanos (AGP) las cuales son proteínas localizadas en pared celular 

relacionadas con el crecimiento y desarrollo de las plantas (Schultz et al. 2002). 

Otro factor que afecta los cultivos, es el Cobre (Cu), el cual es un micronutriente, 

que llega a ser fitotóxico a concentraciones superiores a las óptimas, dando como 

resultado estrés oxidativo (Cuypers et al. 2002).Uno de los efectos descritos en las 

plantas cuando están en presencia de concentraciones altas de cobre, ocurre a nivel 

de las raíces, en relación a su crecimiento y morfología. El cobre tiende a 

acumularse en el tejido radical, con poco traslocamiento a la parte aérea 

(Marschner, 2011). Entre los principales síntomas se ha identificado un 

engrosamiento, oscurecimiento y agrietamiento de la cutícula de la raíz, daños en 

el meristemo así como una reducción de longitud de la raíz. La reducción en el 

número de pelos radicales también es otro de los síntomas característicos en 
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plantas expuestas a una alta concentración de Cu (Sheldon A. y Menzies NW; 

2004). 

A nivel celular, la quelación de Cu y la compartimentación del mismo dentro de la 

vacuola  son estrategias que realiza la planta para proteger las funciones celulares 

bajo este estrés. La producción de componentes intracelulares como 

metalotioneínas y fitoquelatinas, incrementa conforme el Cu es acumulado en las 

raíces (Mocquot B. et al.; 1996). 

El principal síntoma en las hojas en respuesta a la toxicidad por Cu es la clorosis la 

cual se relaciona con una disminución en la toma de hierro (Fe) ocasionada por el 

exceso de Cu (Lexmond and van der Vorm, 1981; Yau et al., 1991; Ouzounidou, 

1995). En las hojas esta clorosis puede llegar a ocasionar necrosis y en el caso de 

raíces noduladas, el proceso de fijación de nitrógeno puede ser afectado 

disminuyendo el número de nódulos así como una disminución en la cantidad de el 

nitrógeno aprovechado en las asociaciones simbióticas con algunas especies de 

leguminosas (Broos et al. 2004; Stan et al., 2011; Tindwa et al. 2014). 

En frijol se ha visto que el cobre induce un mecanismo de defensa antioxidativo en 

raíces y hojas primarias (Gupta et al. 1999, Cuypers et al. 2000). 

En cuanto a la toxicidad por manganeso (Mn) los principales síntomas que se han 

observado en estudios en diferentes plantas son puntos color café necróticos en 

hojas, peciolos y tallos. Este síntoma comienza en las hojas más cercanas al tallo 

progresando a la parte aérea más alta. (Reichman S.M  2002). En cuanto aumenta 

el tiempo de exposición de las plantas al Mn, el moteo puede incrementar en cuanto 

a número y tamaño dando como resultado lesiones necróticas, oscurecimiento de 

hojas y muerte (Elamin and Wilcox, 1986a; Elamin and Wilcox, 1986b).  

Otro síntoma común es conocido como “hojas arrugadas” lo cual ocurre en las hojas 

más jóvenes además de clorosis en los tallos y peciolos (Horst y  Marschner, 1978; 

Wu, 1994; Bachman and Miller, 1995). En algunas especies la clorosis comienza en 
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las hojas más viejas progresando a las hojas jóvenes conforme pasa el tiempo de 

exposición (Gupta, 1972; Elamin and Wilcox, 1986a; Bachman and Miller, 1995); 

este síntoma comienza en los márgenes de las hojas continuando con las áreas 

intervenosas y si la toxicidad es aguda termina en la necrosis completa de las hojas 

(Bachman and Miller, 1995).  En cuanto a las raíces expuestas a niveles tóxicos de 

Mn se ha observado una coloración café y algunas veces muestran agrietamientos 

(Le Bot et al., 1990; Foy et al., 1995). 

Aunque el Cu y el Mn son metales que afectan principalmente a las raíces al estar 

en altas concentraciones en el suelo, la mayoría de los reportes acerca de los 

efectos de estos metales en las plantas se enfocan al daño en hojas y a los procesos 

fisiológicos que se llevan a cabo en las mismas. (Ouzounidou et al. 1995, Panou-

Filotheou et al. 2001). 

 

1.4  Los miRNAs: reguladores post-transcripcionales globales 

La adaptación y/o tolerancia de las plantas a distintos tipos de estrés depende de 

una correcta regulación de la expresión génica, la cual puede ser a nivel 

transcripcional o post-transcripcional. Esta regulación puede ser a través de factores 

de transcripción (FT) y de RNAs pequeños y/o largos que no codifican proteínas 

(npcRNAs) (Jones –Rhoades et al. 2006; Hobert 2008; Ben Amor et al. 2009). Una 

de las clases de npcRNAs más estudiadas es la de los microRNAs (miRNAs). La  

biogénesis de miRNAs comprende un transcrito primario (primiRNA) de longitud 

variable (~ 1000 nt), el cual interacciona con la proteína DAWDLE (DDL) para ser 

transportado a un complejo proteico conformado por Dicer-like 1 (DCL1), HYL1 y 

Serrate, donde es procesado a un RNA más pequeño de ~ 200 nt (premiRNA), el 

cual posee una estructura de tallo y asa. El pre-miRNA es procesado por DCL1 para 

formar un RNA pequeño de doble cadena (miRNA/miRNA*), el cual es metilado en 
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su extremo 3’ por la proteína HEN1 y exportado al citoplasma a través de la exportina 

HASTY. En el citoplasma la proteína AGO1 selecciona al miRNA maduro, que puede 

ser de 18-24 nt, mientras que el miRNA* es degradado por la exoribonucleasa SDN 

o en los cuerpos de procesamiento de RNAs (p-bodies). El miRNAs maduro es 

incorporado a la proteína AGO1, la cual forma parte del complejo de  silenciamiento 

inducido por RNAs (RISC) donde los RNA mensajeros blancos complementarios de 

cada miRNAs son cortados o modificados para inhibir su traducción (Voinnet 2009). 

La mayoría de los miRNAs descritos en Arabidopsis thaliana se han vinculado con 

procesos de desarrollo de la planta, sin embargo, algunos reportes demuestran su 

participación en la adaptación de las plantas a distintos tipos de estrés abiótico como 

estrés oxidativo (miR398), a la deficiencia de fósforo (miR399), azufre (miR395), 

cobre (miR398), sequía (miR159 y miR169), así como al ataque de patógenos 

(miR393) (Jones –Rhoades et al. 2006; Phillips JR et al .2007; Fuji H et al. 2005; 

Sunkar et al. 2006; Reyes  y Chua. 2007; Li WX et al. 2008, Covarrubias y Reyes 

2009).  

Aún se conoce poco sobre miRNAs de leguminosas y sus papeles regulatorios en 

distintos procesos fisiológicos. En Medicago truncatula (leguminosa modelo) se 

reportó que los miRNAs miR166 y miR169 están involucrados en el desarrollo de 

raíces laterales y nódulos (Combier et al. 2006; Boualem et al. 2008). Además en 

esta misma planta se han identificado algunos miRNAs específicos de órganos como 

raíz y nódulo (Lelandais-Briére et al., 2009). En raíces de soya, se han identificado 

55  miRNAs de los cuáles 35 podrían ser únicos de soya (Subramanian et al. 2008). 

En frijol, se ha reportado la clonación de miRNAs específicos (Arenas-Huertero et al. 

2009). Además en esta leguminosa se ha descrito el papel regulatorio de miR399 

durante estrés por fósforo, demostrando que  es un componente esencial en la vía 

de señalización del factor de transcripción PHR1 (Valdés-López et al. 2008). En el 

laboratorio se han obtenido resultados que indican que hay una expresión diferencial 

de miRNAs  en diferentes órganos de plantas de frijol expuestas a distintos tipos de 
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estrés abiótico (deficiencia de P, N y Fe, toxicidad por Mn y pH ácido) (Valdés-López 

et al., 2010). Además se caracterizó el papel relevante de miR172 /AP2-1 de frijol en 

la simbiosis con rhizobia, demostrando el aumento en la expresión de este miRNA 

durante la etapa de infección por rhizobium misma que va  aumentando durante el 

desarrollo del nódulo así como su importancia durante la fijación de nitrógeno. (Nova-

Franco et al. 2015). Así mismo se realizó un análisis a nivel genómico basado en la 

secuencia genómica de frijol, de cinco bibliotecas de RNAs pequeños de distintos 

órganos de la planta y secuencias del degradoma que llevaron a identificar el 

catálogo de RNAs pequeños (miRNAs y phasiRNAs) y sus transcritos blancos y a 

proponer probables redes regulatorias miRNA-RNAm blanco, en nódulos fijadores 

de nitrógeno  (Formey et al. 2015). 

 

Figura 2. Biogénesis y acción de los miRNAs en plantas. (Xie et al. 2015) 
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1.5 Los miRNAs como reguladores de la respuesta a toxicidad por metales 

La toxicidad por metales es un estrés importante que afecta la producción de 

cultivos. Este incluye a los metales que son esenciales para las plantas (cobre, 

hierro, zinc, manganeso) y metales no esenciales (cadmio, aluminio, cobalto, 

mercurio). Un efecto primario común ante altas concentraciones de metales como 

aluminio, cobre, cadmio o mercurio es la inhibición del crecimiento de las raíces. La 

toxicidad por metales desencadena la acumulación de especies  reactivas de 

oxígeno  que daña los lípidos, las proteínas y el ADN. 

La respuesta de las plantas a la toxicidad por metales involucra varios procesos 

biológicos que requieren una regulación fina y precisa a nivel transcripcional y 

posttranscripcional.  

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs no codificantes de 21 nucleótidos que regulan 

la expresión génica a nivel post-transcripcional. El miRNA, incorporado a un 

complejo de silenciamiento inducido por RNA, promueve el corte de su RNAm 

blanco, que es reconocido por una complementariedad de bases casi perfecta. En 

las plantas, la regulación de miRNA está implicada en el desarrollo y también en 

respuestas de estrés biótico y abiótico. La mayoría de los RNAm blanco para los  

miRNAs responsivos a metales en plantas, son factores de transcripción. 

 La información sobre los miRNAs sensibles a los metales en diferentes plantas 

indica posibles papeles reguladores importantes de miR319, miR390, miR393 y 

miR398. El blanco de miR319 es el factor de transcripción TCP, implicado en el 

control del crecimiento. MiR390 ejerce su acción a través de la biogénesis de los 

RNA pequeños de interferencia “trans-acting” que, a su vez, regulan los factores de 

respuesta a las auxinas. MiR393 actúa sobre los receptores de auxina TIR1 / AFBs 

y un factor de transcripción de bHLH.  
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El miR398 tiene un papel crucial en el control del estrés oxidativo generado después 

de una alta exposición de cobre o hierro, debido a su acción sobre las superóxido 

dismutasas Cu / Zn.  

En el siguiente artículo de revisión profundizamos sobre el papel de los principales 

miRNAs identificados como responsivos a metales, así como su especificidad por 

órgano y el potencial como reguladores esenciales en las respuestas generales a 

toxicidad por metales. 

 

 

 



27 
 
 

 

 

 

MINI REVIEW ARTICLE 
published 21 May 2012 

doi 10.3389/fpls.2012.00105 

MicroRNAs as regulators in plant metal toxicity response 

Ana B. Mendoza-Sofo 1, Federico Sáncher and Georgina Hemández1 * 
I Centro de Ciencias Genómicas, Universidad Nacional Autónoma de México, Cuernav3C3, More/os, México 

2 Ins tituto de Biotecnología, Universidad Nacional Autónoma de México, Cuernavaca, More/os, México 

Editedby: 
Anireddy S. N. Reddy, Colorado State 
Universit'j, USA 

Reviewed by: 
Yao-Guang Liu, South China 
Agricultura! Universit'j, China 
JingfaXiao, Beijing fns titute of 
Genomics, Chinese Academy o f 
Sciences, China 

*Corresponden ce: 
Georgina Hernández, Centro de 
Ciencias Genómicas, Universidad 
Nacional Autónoma de México, 
Av Universidad 1001, Cuernav3C3, 

More/os 62209, México 
e-mail.-gina@ccg_unam.mx 

Metal toxicity is a major stress affecting crop production. This includes metals that are 
essential for plants (copper, iron, zinc, manganese), and non-essential metals (cadmium, 
aluminum, cobalt, mercury). A primary common effect of high concentrations of metal 
such as aluminum, copper, cadmium, or mercury is root growth inhibition. Metal toxicity 
triggers the accumulation of reactive oxygen species leading to damage of lipids, pro
teins, and DNA.The plants response to metal toxicity involves several biological processes 
that require fine and precise regulation at transcriptional and post-transcriptional levels. 
MicroRNAs (miRNAs) are 21 nucleotide non-coding RNAs that regulate gene expression 
at the post-transcriptionallevel. A miRNA, incorporated into a RNA-induced silencing com
plex, promotes cleavage of its target mRNA that is recognized by an almost perfect base 
complementarity. In plants, miRNA regulation is involved in development and also in biotic 
and abiotic stress responses. We review novel advances in identifying miRNAs related 
to metal toxicity responses and their potential role according to their targets. Most of 
the targets for plant metal-responsive miRNAs are transcription factors. Information about 
metal-responsive miRNAs in different plants points to important regulatory roles of miR319, 
miR390, miR393, and miR398. The target of miR319 is the TCP transcription factor, impli
cated in growth control. miR390 exerts its action through the biogenesis of trans-acting 
small interference RNAs that, in turn, regulate auxin responsive factors. miR393 targets 
the auxin receptorsTIR1/AFBs and a bHLH transcription factor. Increasing evidence points 
to the crucial role of miR398 and its targets CulZn superoxide dismutases in the control of 
the oxidative stress generated after high copper or iron exposure. 

Keywords: microRNAs, metal toxicity, abiotic stress 

PLANT RESPONSE TO METAL TOXICITV 
Plants are constantly exposed to numerous abiotic and biotic 
stresses. Orre important abiotic stress is metal toxicity. Heavy 
metals such as copper (Cu), iron (Fe), and zinc (Zn) are essen
tial for physiological and biochemical processes, and metals such 
as cadmium (Cd), cobalt (Co), mercury (Hg), and aluminum (Al) 
are non-essential. Nevertheless, high concentrations of any metal 
type is toxic for the planto 

Orre of the primary symptoms of toxicity of metals such as 
Al, Cu, Cd, and Hg is root growth inhibition, with the root apex 
being the most sensitive part of the root (Schützendübel et al., 
2001 ; Kochian et al., 2005; Rellán-Álvarez et al., 2006; Lequeux 
et aL, 2010). 

Plant responses to cope with metal toxicity include the syn
thesis of different proteins involved in detoxification, such as 
phytochelatins and metallothioneins (Cobbett and Goldsbrough, 
2002 ). Root exudation of organic acids - citric, oxalic, malic - and 
amino acids - histidine - to the rhizosphere is an important physi
ological response since these compounds can form complexes with 
the heavy metals leading to detoxification (Hall, 2(02). 

The expression of several metal transporters is essential for 
tolerance to metal toxicity. The ABC-transporters (ATP-binding 
cassette) family mediates the transport of Al and Cd (Kim et al., 
2007; Huang et al., 2012). The NRAMP (natural resistance
associated macrophage protein) family regulates responses to Cd, 

www.frontiersin.org 

manganese (Mn), and Zn transport (DalCorso et aL, 2010). The 
CDF (cation diffusion facilitator) family, involved in cytoplasmic 
efflux and vacuolar sequestration of divalent metal cations, plays 
a role in Zn, Cd, Co, nickel (Ni), or Mn metal toxicities (Kramer 
et al., 2007). Transporters from the P-typeATPases ion pumps sys
tems have been linked to the transport ofheavy metals such as Cu, 
Zn, Cd, and lead (Pb; Axelsen and Palmgren, 2001; Andres-Colas 
et al., 2006; Lee et aL, 2(07). 

Metal toxicity stress triggers the accumulation ofROS (reactive 
oxygen species), unbalancing the activity of antioxidative enzymes 
that are up- regulated by this stress (Romero-Puertas et al., 2007). 
Oxidative stress leads to damage of lipids, proteins, and DNA 
(Schützendübel and Polle, 2(02 ). 

Plant response to abiotic stress such as metal toxicity involves 
a precise regulation of gene expression at the transcriptional 
and post -transcriptional levels. Regulation can be achieved 
by transcription factors (TF) from different families such as 
myeloblastosis protein (MYB), basic leucine Zipper (bZIP), 
ethylene-responsive factor (ERF), and WRKY (Jacoby et al., 2002; 
Kramer etal., 2007; Wei etal., 2008; Farinati etal., 2010). Cis
acting elements have been identified in the promoter regions of 
metal-responsive genes such as parA, an auxin-regulated gene, 
involved in Cd-response in Nícotíana tabacum (Kusaba et al., 
1996). The Cu-response element (CuRE) with a consensus GTAC 
was identified in the promoter of the coprogen oxidase and the 
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cytochrome cti genes from the green algae Chlamydomonas reín
hardtíí (Quinn etal., 2000). Two promoter regions ofthe PvSR2 
gene from Phaseolus vulgarís contain heavy metal-responsive 
e!emenls (HMREs; Qi el al., 2007). 

Small and/or large non-prolein coding RNAs (npcRNAs) 
may be involved in the regulation/signaling of metal toxicity 
response (Jones-Rhoades et al., 2006; Hobert, 2008; Ben Amor 
et al., 2009). One of the most studied classes of npcRNAs is the 
micro RNAs (miRNAs). miRNAs are 21 nucleotide npcRNAs 
that regulate gene expression at the post-transcriptional level 
in plants. A precursor miRNA (pre-miRNA) with imperfect 
hairpin structure is processed into a mature miRNA and this 
is incorporated into a RNA-induced silencing complex (RISC) 
that pro motes degradation/cleavage of the corresponding target 
mRNA(s), recognized by an almost perfect base complementar
ily wilh lhe miRNA (Jones-Rhoades el al., 2006). Though mosl 
of the miRNAs identified in Arabídopsís thalíana are related to 
plant development, there is evidence of the role of miRNAs 
in the plant response to different abiotic stresses including 
metal toxicity (Jones-Rhoades and Bartel, 2004; Fujii et al., 2005; 
Sunkar el al., 2006; Phillips el al., 2007; Reyes and Chua, 2007; 
Li el al., 2008 ). 

miRNAs ANO THEIR TARGETS IN METAL TOXICITV 
Analyses of small RNAs expression profiles performed in plants 
exposed to metal toxicities has shown the differential expres
sion of miRNA and their targets, thus indicating their possible 
role in regulation/signaling pathways. To determine the role of 
a specific miRNA it is important to analyze the function of its 
target(s) and their possible interactions with signaling pathways 
related to metal toxicity responses. Most of the targets pre
dicted for metal-responsive conserved miRNAs are TF mainly 
involved in plant development (TabIe 1). Up-regulation of a cer
tain miRNA resulting in its target degradation might indicate the 
target role as a negative regulatorof metal toxicity response. Recent 

Table 1 I Metal toxicity-responsive miRNAs. 

Related metal toxicity miRNA Targets 

Cd. Hg. Al. Mn mlR319 TCP transcrlptlon factors 

Cd. Hg.AI mlR171 SCL transcrlptlon factors 

Cd. Hg.AI mlR390 TAS3 

M icroRNAs in metal toxicity 

high-throughput genomic technologies as well as other genetic
genomic approaches have increased our current knowledge of 
miRNAs and their target in signaling pathways for metal toxicities 
response in several plant species (Sunkar and Zhu, 2004; Phillips 
el al., 2007; Huang el al., 2009; Ding el al., 2011; Chen el al., 2012; 
Zhouela1.,2012 ). 

In regard to miRNAs that respond to Cd-toxicity the conserved 
miRNAs: miRI60, miRI64, and miR167 and the novel of Osa
miR602 and Osa-miR604 were identified in a library of small 
RNAs from rice seecllings exposed to Cd (Huang et al., 2009). 
Osa-miR602 is up-regulated in rice roots exposed for 12 h to 
high Cd; its predicted target is a xyloglucan endotransglocosy
lase!hydrolase. Osa-miR604, which was up-regulated in leaves 
treated with toxic levels of Cd for 6 h, down-regulated a lipid 
lransfer prolein (LPT; Huang el al., 2009 ). This lype of pro
tein is responsive to environmental stresses and to abscisic acid, 
salicylic acid, ethylene, and methyl jasmonate that has been pro
posed to participate in cutin and wax assembly and in defense of 
planl againsl palhogens (Aronde! el al., 2000; Kim el al., 2008). 
Rice microarray data showed that miR528 is up-regulated, while 
miR162, miRI66, mirl71, miR390, miR168, and miR156 fami
lies were down-regulated under Cd stress (Ding et al., 2011 ). The 
search of possible metal-responsive cis-acting elements revealed 
lhal a MRE-like sequence (51 -TGCGCNC-31) is presenl in pro
moter regions of most of the Cd-responsive miRNA genes (Ding 
et al., 2011 ). Other cis-acting elements related to different abiotic 
stresses such asARE (anaerobic-responsive element); ABRE (ABA
responsive element); GARE (gibberellins-responsive element); 
ERE (ethylene-responsive element); HSE (heat stress-responsive 
element); and LTR (low temperature-responsive element) were 
also identified in these miRNA genes promoters, thus implying 
that these miRNAs could be responsive to other stress signals 
besides metal toxicity (Ding et al.,2011 ). In roots of Brassíca napus 
miR393, miR171, miR156, and miR396 are down-regulated after 
Cd exposure (8 h; Xie el al., 2007). 

Reference 

Zhou etal. (2008) . Valdés-López et al 120101. Chen etal (2012) 

Xle et al (20071. Zhou et al (2008. 2012) 

Dlng et al (2011), Chen et al (2012), Zhou et al 120121 

Cd. Hg.AI mlR393 TIR1/AF8s (F-box auxln receptors) Xle et al (20071. Zhou et al (2008) 

and bHLH transcrlptlon factors 

Cd. Hg.AI mlR396 GRF transcrlptlon factors Xle etal (20071. Chen etal (2012), Zhou etal 120121 

Cd. Hg. Mn mlR167 Auxln responslve factors (ARFs) Huang etal (2009), Valdés-López etal 120101. Zhou etal 120121 

Cd. Hg mlR164 NAC. CUP trancrlptlon factors Huang etal 120091. Zhou etal (2012) 

Cd.AI mlR160 Auxln responslve factors (ARFs) Huang etal 120091. Chen etal (2012) 

Cd mlR156 S8P transcrlptlon factors Xle etal (20071. Dlng etal (2011) 

Cu. Fe. Mn mlR398 CSD. COX5b 1. CCS Sunkar et al (2006) . Zhou et al (2008) . Valdés-López et al 120101 

Hg. Mn m1R172 AP2 transcrlptlon factors Valdés-López et al 120101. Zhou etal (2012) 

Mn mlR397 Laccases Valdés-López et al 120101 
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In leaves of the model legume Medicago trul1catulu miR393, 
miR1 71, miR319, and miR529 are up -regulated, while miR166 
and miR39R are down-regulated after Cd, Hg, and Al expo
sure (24 h; Zhou et al., 20(8). A high-throughput smal! RNA
sequencing approach revealed that miR159, miR160, miR319, 
miR396, and miR390 were down-regulated in response to Al 
(Chen dal., 2012). More recently a stlldy llsing a similar 
approach identmed Hg-toxicity responsive miRNAs sllch as the 
miR167, miRI72, miR169, miR164, miR395 families that are 
up-regulated, whereas the miR39ó, miR390, and miRI71 are 
down-regulated in this legume. In addition, new M. tntncatula 

Hg-responsive miRNAs were identified sllch as miR2681 targds 
the transcripts coding TIR-NBS-LRR disease resistance proteins 
(Zhou et al., 2012). 

Our group has reported the miRNA expression profile in 
common bean (P. vulgaris), the most important legume for 
human consumption. Using a miRNA-macroarray hybridization 
approach we identified miRNAs that respond to nutrient defi
ciencies and to Mn-toxicit)' in different plant organs. In common 
bean plants exposed to high Mn miR397 is down-regulated in 
leaves, miR319 and miR398 are up-regulated in roots and nodules, 
miRI72 is up-regulated in nodules and miR167 is up-regulated 
in roots (Valdés-López etal., 2010). Recently, the identification 
and characteriza tion of miRNAs in P. vulgarís by high-throughput 
sequencing has been completed (Peláez et al., 2(12). 

Current information about metal-responsive miRNAs in 
different plants indicates the common relevant role of milZ319, 
miR390, miR393, and miR398. 

ROLES OF miR319, miR390, miR393, ANO miR398 
miR319 
Plant growth and senescence are processes affected by metal 
toxicity (Maksymiec, 2007). Cornmon responses of shoots to 
Al - and Cll -toxicity indude cellular and ultrastructural changes 
in leaves, decreased photosynthetic activity leading to chlorosis 
and necrosis of leaves, total decrease in leaf number and size, 
and decreased shoot biomass (Thornton et al., 1986; Lanaras et al., 
1993; Maksymiec, 1997; Panou-Filotheou et al., 2001 ). 1 n addition, 
Cu-toxicity Jeads to rapid senescence in leaves (Luna et a1., 1994). 
Interestingly, miR3 19 and its target Tep (Teosinte Branched/ 
Cydoidea/PCf) Tf (Table 1), implicated in growth control, have 
shown differential expression in most of the studies of miRNAs 
responding to metal toxicit)'. Members of the TCP famil)' bind 
to promote r elements which are essential fo r the expression of 
the proliferating cen nuclear antigen (PCNA) gene (Kosugi and 
Ohashi, 1997). Other TCPs are involved in the morphogenesis of 
shoot lateral organs (Li et aL, 2(05). Latel)', it has been demon
strated that miR319 plays a role on leaf senescence through the 
regulation of TCPs that positively controlleaf senescence via JA 
biosynthesis and important senescence positive regulators like 
WRKY53 (Schommer et al., 2008). 

Figure 1 depicts the mode of action of miR319 and TCP. 
In leaves, high Cd , Hg, and Al induce miR319 leading to the 
degradation of TCl' thus affecting growth and senescence. In 
the roots, this miRNA is repressed in response to Al while it is 
induced in Mn-toxicity (Valdés-López eta1., 2010; Chen etal., 
2012). The opposite regulation of miR319 could be due to the 
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FIGUAE 1 I Schematic representation of the mode of action of 
miR319, miR390, miR393, and miR398 in response to metal toxicity_ 
(Al Regulation in leaves. (B) Regulat ion in roots. miRNAs are in rectangles 
wh ile their targets are in diamonds. Arrows indicate up-regulation and 
bl unted lines indicate down-reg ulation 

diffe rent plant species and/or the different time of exposure 
and metal concentratio n used . vVhen both metals are abun
dant in the ground Al may exert an an tagonistic effect on the 
uptake of Mn thus amel io rating Mn-toxicity ( l)lair and Tay
lor, 1997; Yang et al., 2009). There are no reports about the 
regu lation of miR319 when plant roots are exposed to the com
bination of Al and Mn; we find difficult to speculate about this 
issue since specific effeets in the plant would depend on sev
eral variables (concentration, time of exposure, environmental 
conditions). 

miR390 
miR390 and its target TAS3 (Tablc 1) are rd ated to metal toxic
ity response in diffcrent plants. The miR390-induced cleavage of 
TAS3 transcript initiates ta-siRNAs (trans-acting sman interfe r
mce RNAs) biogenesis, leading to the degradation of ARFs (a uxin 
response facto rs) that playcritical roles in lateral root development 
(Marin et a1., 201 O). miR390 is repressed in roots of plants under 
Cd, Al, and Hg toxicities, which would lcad the accull1ulation of 
intact TAS3 transcript and the decrease of tasiARFs resulting in 
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the inhibition oflateral root growth (Chen et al., 2011 ; Zhou et al., 
2012; Figure 1). 

Arabídopsísplants exposed to high Cu show decreased primary 
root growth and increased short lateral root density. Also, changes 
in auxin and cytokinin accumulation and in mitotic activitywithin 
the primary and secondary root tips were observed in Cu-exposed 
plants (Lequeux et al., 2010). We may speculate that miR390 and 
its targets could also respond to Cu-toxicity, but no information 
about miR390 regulation in this stress is available. 

miR393 
miR393 is regulated by Cd, Hg, and Al toxicities (Xie et al., 
2007; Zhou et al., 2008 ). These metals induce miR393 in leaves, 
which would lead to the repression of its targets the F-box auxin 
receptors TIRlIAFBs and bHLH transcription factors (TabIe 1; 
Jones-Rhoades and Barte!, 2004; Navarro et al., 2006). TIRl pos
itively regulates auxin signaling, its level would be low when 
the miR393 increases leading to an inhibition of auxin signal
ing. Studies have shown the importance of miR393 regulation 
of leaf development, root system architecture, and root growth 
(Vidal etal., 2010; Si-Ammour etal., 2011 ; Chen etal., 2011 ; 
Figure 1). This miRNA also responds to bacterial infection with 
Pseudomonas syríngae and to salinity (Navarro et al., 2006; Gao 
etaI.,2011 ). 

The root is the main organ affected by high concentration of 
metals such as Cu, Cd, Cu, Hg, and Al in the soil, and the common 
phenotypic response is changes in architecture (Karataglis et al., 
1988; Kahle, 1993; Kochian et al., 2005 ). In such responses miR393 
and miR390 may play relevant regulatory roles. 

miR398 

miR398 was the first miRNA identified to be regulated by oxida
tive stress. Its targets are the Cu/Zn superoxide dismutases (CSD) 
enzymes: cytosolic CSD 1 and plastidic CSD2 such as the COX5b.l, 
the 5b subnunit of mitochondrial cytochrome oxidase (TabIe 1). 
CSDs are enzymes that scavenge superoxide radicals to release 
molecular oxygen and hydrogen peroxide, which are less ROS 
(Kliebenstein et al., 1998). The CSD2 mRNA sequence that is 
complementary to miR398 is within the coding sequence while 
CSD 1 and COX5b.l transcripts contain miR398 complementary 
sequence in the 5!UTR (Bonnet et al., 2004; Jones-Rhoades and 
Barte!, 2004; Sunkar and Zhu, 2004 ). 

The miR398 promoter contains the GTAC sequence that has 
an important feature in Cu responsiveness (Yamasaki et al., 2009 ). 
Thismotifisrecognized bythe SPL7 TFthat binds to thepromoter 
and regulates the expression ofmiR398. In addition, this TF regu
lates the expression of other Cu-related miRNAs: miR397, mir408, 
and miR857 (DingandZhu,2009). The GTAC promoter sequence 
is also present in other important Cu-responsive genes such as 
CPXl (coproporphyrinogen oxidase) and Cyc6 (cytochrome 1 c6) 
that improve the ability to assimilate Cu under Cu deficiency (Hill 
and Merchant, 1995; Quinn et al., 2000). 

Oxidative stress suppresses miR398 expression that is essential 
for the accumulation of CSD 1 and CSD2 transcripts (Figure 1). 
miR398 is down -regulated upon exposure to heavy metals such as 
Cu2+ and Fe3+ (Sunkar et al., 2006) that are involved in Fenton
type reactions and have potential to generate hydroxyl radicals 
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(Dietz etal., 1999; Estevez etal., 2001 ). In addition, miR398 is 
down-regulated in response to high light and MV (methyl violo
gen) when the levels of CSDl and CSD2 transcripts usually are 
increased (Sunkar et al., 2006; Yamasaki et al., 2007). 

The co-supressed transgenic lines, over-expressing miR398 
precursors, display an increased tolerance to Cu2+ and to MV 
stresses in terms of seeclling development and lipid peroxida
tion rates (Sunkar et al., 2006). In contrast, sorne reports show 
that over-expression of miR398b and miR398c is possible and 
the over-expressing lines show reduced CSDl and CSD2, but not 
COX5b.l, mRNA, and protein levels (Yamasaki et al., 2007; Dugas 
and Bartel, 2008 ). 

Sucrose is an important signal for miR398 expression; it pos
itively regulates this miRNA accumulation. In agreement CSD 1 
and CSD2 protein levels, but not COX5b.l, levels decreased as 
sucrose is increased. The increase in the miR398 level by sucrose 
is maintained both in the presence and in the absence of Cu, thus 
miR398 regulation by sucrose and by Cu are independent (Dugas 
and Bartel, 2008 ). 

The Cu chaperone for superoxide dismutase (CCS 1) was 
recently identified as a miR398 target; its mRNA cleavage is medi
ated by miR398 when Cu is scarce (Beauclair et al., 2010). CCSl 
delivers Cu to CSDs (Abdel-Ghany etal., 2005 ). Beauclair etal. 
(2010) proposed that the regulation of CCSl by miR398 could be 
responsible for the unchanged protein levels of CSD 1 and CSD2 
in studies of plants expressing miR398-resistant forms of CSD 1 or 
CSD2 (Dugas and Bartel, 2008 ). 

Furthermore, miR398 has a role in biotic stress. This miRNA 
decreases in Arabídopsís leaves infiltrated with avirulent strains of 
Pseudo monas syríngae pv tomato, CSD 1 was negatively correlated 
with miR398levels. Avirulent strains induce a biphasic accumula
tion ofROS (oxidative burst) leading to the accumulation of ROS 
at the beginning of the hypersensitive response and at a second 
phase accompanied by local cel! death (Lamb and Dixon, 1997; 
Wojtaszek, 1997; Torres et al., 2006). Plants exposed to virulent 
strains do not show drastic changes in the levels of miR398, which 
could be due to the absence of the oxidative burst or to the pres
ence of just the initial accumulation of ROS (Jagadeeswaran et al., 
2009 ) and the negative regulation of the signaling cascade induced 
by the T3SS proteins that target key cellular functions (Jones and 
Dang!, 2006). 

Apparently, the common signal of the abiotic stresses such as 
Cu2 +, Fe3+, high light, MV, ozone, salinity, and the biotic stress 
(avirulent strains) is the accumulation of ROS. The generation of 
ROS is one of the common responses to metal toxicities as well 
as the synthesis of active antioxidative enzymes. Both responses 
vary among different metal exposures (Sharma and Dietz, 2009), 
the specific response of miR398 or other ROS-responsive miRNAs 
may vary according to the metal and to the time of exposure to the 
stress (Figure 1). 

CONClUDlNG REMARKS 
The identification and analysis of miRNAs responsive to differ
ent metal toxicities has provided information about their possible 
relations in the networks involved in plant adaptation to these 
abiotic stresses. These studies are recent so we can predict the 
discovery of additional novel metal stress-responsive miRNAs. 
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Further research is needed to deeply understand the role of 
miRNAs and their targets, mainly TFs, as main players in sig
naling pathways of plant responses to environmental changes. 
This should take into account that plant species varying in growth 
habits and genotypic backgrounds may have differential responses 
of miRNAs to metal stresses. More detailed analysis on the kinet
ics of miRNAs and target regulation over a time-course of metal 
exposure, induding different metal concentration and combina
tions of metals, will be helpful for obtaining better mechanistic 
insights into the roles of miRNAs in stress- regulatory networks. To 
elucidate novel roles of miRNAs in the response to metal toxicities 
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it is important to perform phenotypic analysis of plants with mod
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2. OBJETIVO GENERAL 

Analizar las respuestas a la toxicidad por metales en plantas de frijol  (Phaseolus 

vulgaris), a nivel fenotípico y de expresión de miRNAs proponiendo su posible 

participación en vías de regulación en el desarrollo de raíces y/o nódulos bajo este 

estrés.  

 

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

 Caracterización de las respuestas fisiológicas de las raíces y nódulos de 

plantas de frijol expuestas a estrés por toxicidad por aluminio. 

 Evaluación de la expresión diferencial de miRNAs en nódulos y raíces de 

plantas de frijol crecidas en estrés de toxicidad por aluminio, durante distintos 

periodos de tiempo. 

 Caracterización de las respuestas fisiológicas de las raíces y nódulos de 

plantas de frijol expuestas a estrés de  toxicidad por  cobre. 

 Evaluación de la expresión diferencial de miRNAs en nódulos y raíces de 

plantas de frijol crecidas en estrés de toxicidad por Cobre, durante distintos 

periodos de tiempo. 

 Análisis de los miRNAs de frijol: miR398 y pvu-miR1511 como reguladores 

de las respuestas a la toxicidad por metales. 

 

3. RESULTADOS 

3.1 Toxicidad por Aluminio en plantas de frijol en simbiosis con rhizobia: fenotipo y 

perfil de expresión de miRNAS. 

La toxicidad por aluminio (Al) es muy común en suelos ácidos donde se produce el 

frijol (Phaseolus vulgaris), la leguminosa más importante para el consumo humano, 

y es un factor limitante para la producción de cultivos y la fijación simbiótica de 
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nitrógeno. En este trabajo se caracterizaron las respuestas de los nódulos de 

plantas de frijol inoculadas con Rhizobioum tropici CIAT899 y las respuestas en las 

raíces de plantas fertilizadas con nitrato, expuestas a exceso de Al en pH bajo, 

durante períodos largos o cortos.  

Se observó una reducción del 43-50% en la actividad de nitrogenasa, lo cual indica 

que la toxicidad por Al (Alt) afectó considerablemente la fijación de nitrógeno en el 

frijol.  

Las raíces y nódulos de frijol mostraron síntomas característicos de Alt. En los 

nódulos maduros se observó acumulación de Al y lipoperoxidación en la zona 

infectada, mientras que la deposición de callosa y la muerte celular ocurrieron 

principalmente en el córtex del nódulo. 

Los mecanismos reguladores de las respuestas de las plantas a la toxicidad por 

metales implican la participación de los microRNAs (miRNAs) as, entre  otros 

reguladores. Se utilizó un enfoque de hibridación de macroarreglos de miRNAs. 

Este an´lisis resultó en la identificación de 28 miRNAs que responden  a Al en los 

nódulos (14 de ellos se inducen ). 

Se validó la expresión de ocho miRNAs responsivos a Al mediante qRT-PCR (PCR 

cuantitativa de la transcriptasa inversa) en raíces y  nódulos expuestos a una alta 

concentración de Al durante periodos cortos y largos. La correlación inversa de 

expresión entre el miRNA  y el RNAm blanco (estrés: control) se observó en todos 

los casos. En general, los miRNAs mostraron una respuesta más temprana en las 

raíces que en los nódulos. Algunos de los miRNA identificados como responsivos a 

Alt en frijol, también han mostrado una expresión diferencial en otras especies de 

plantas  sometidas a condiciones similares de estrés. 

Los nodos  miRNA / RNAm analizados en este trabajo están involucrados en vías 

de señalización relevantes, por lo que proponemos que la participación de miR164 
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/ NAC1 (NAM / ATAF / CUC transcription factor) y miR393 / TIR1 (TRANSPORT 

INHIBITOR RESPONSE 1 like protein) que participan en la regulación de  auxinas; 

y de miR170 / SCL (SCARECROW-like protein transcription factor) que participan 

en la señalización de giberelinas, son relevantes para la respuestas y adaptación 

del frijol a estrés por Al.  En el siguiente artículo describimos los datos que 

proporcionan una base para evaluar los papeles individuales de miRNAs en la 

respuesta de los nódulos de frijol común a Alt. 
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Responses of symbiotic 
nitrogen-fixing common bean to 
aluminum toxicity and delineation of 
nodule responsive microRNAs 
Ana B. Mendoza-Sofo, Lorefo Naya t , Alfonso Leija and Georgína Hernández* 

Functim al Genomics of Eukaryotes, Centro de Ciencias Gen6micas, Universidad Nacional Aut6noma de fv1éxico, 

Cuernavaca, fv1exico 

Aluminum (Al) toxicity is widespread in acidic soils where the common bean (Phaseolus 

vulgaris), the most important legume lor human consumption, is produced and it is a 

limiting lactor lor crop production and symbiotic nitrogen lixation. We characterized 
the nodule responses 01 common bean plants inoculated w ith Rhizobioum tropici 

CIAT899 and the root responses 01 nitrate-Iertilized plants exposed to excess Al in 

low pH, lor long or short periods. A 43-50% reduction in nitrogenase activity indicates 

that Al toxicity (Alt) highly affected nitrogen lixation in common bean. Bean roots and 
nodules showed characteristic symptoms lor Al!. In mature nodules Al accumulation 

and lipoperoxidation were observed in the inlected zone, while callose deposition 

and cell death occurred mainly in the nodule cortex. Regulatory mechanisms 01 plant 

responses to metal toxicity involve microRNAs (miRNAs) along other regulators. Using 
a miRNA-macroarray hybridization approach we identilied 28 (14 up-regulated) Alt 

nodule-responsive miRNAs. We validated (quantitative reverse transcriptase-PCR) the 

expression 01 eight nodule responsive miRNAs in roots and in nodules exposed to high 

Al lor long or short periods. The inverse correlation between the target and miRNA 
expression ratio (stress:control) was observed in every case. Generally, miRNAs showed 
a higher earlier response in roots than in nodules. Some 01 the common bean Alt

responsive miRNAs identilied has also been reported as differentially expressed in other 

plant species subjected to similar stress condition. miRNAltarget nodes analyzed in this 
work are known to be involved in relevant signaling pathways, thus we propose that the 

participation 01 miR164/NAC1 (NAM/ATAF/CUC transcription lact00 and miR393fflR1 
(TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1-like protein) in auxin and 01 miR170/SCL 

(SCARECROW-like protein transcription lactor) in gibberellin signaling is relevant lor 

common bean response/adaptation to Al stress. Our data provide a loundation lor 
evaluating the individual roles 01 miRNAs in the response 01 common bean nodules 

toAI!. 

Keywords: common bean, aluminum toxicity, symbiotic nitrogen fixation, legume-rhizobia, nodules, microRNAs 
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Introduction 

Legumes are second only to the Graminiae in their importance 
to humans. Grain legumes provide more than one-third of 
humankind nutritional nitro gen requirements. A hallmark trait 
oflegumes is their ability to establish mutualistic symbioses with 
nitrogen-fixing bacteria collectively known as rhizobia. Symbiotic 
nitrogen fixation (SNF) by differentiated bacteroids takes place in 
specialized rhizobia-induced root nodules. This process involves 
a tight association between the two symbionts. SNF reduces the 
cost oflegume cultivation and makes them valuable source of soil 
nitrogen to other crops (Graham and Vance, 2003). 

Common bean (Phaseolus vulgaris) is the most important 
legume for human consumption. In Mexico and other countries 
common bean are staple crops serving as the primary source 
of protein in the dieto Common bean is mainly grown by small 
landholders in tropical areas of Latin America and Africa; soil 
acidity in the tropics is a major constraint for crop productivity 
(Broughlon el al., 2003; Graham el al., 2003). It has be en 
estimated that almost 50% of the world's potentially arable lands 
are acidic and the American continent accounts for 40% of 
lhe world's acid soils (von Uexkü1l and Muler!, 1995). Poor 
crop growth in acid soils is due usually to a combination of 
metal toxicity and nutrient deficiency, primarily toxic levels 
of aluminum (Al) and manganese (Mn) and suboptimal levels 
of phosphorus (P) (von Uexkü11 and Muler!, 1995; Kochian 
et al., 2004). Research from our group, based on transcriptomics, 
metabolomics, and miRNA pro files, has contributed to define the 
response of common bean to P deficiency and to Mn toxicity 
(Hernández el al., 2007, 2009; Va1dés-López el al., 2008, 2010; 
Ramirez et al., 2013). In this work we analyze the response of 
SNF common bean to Al toxicity (Ah), an important constraint 
for common bean crop production in Mexican acidic soils. 

Al toxicity is the primary growth-limiting factor in acidic 
soils. Solubilily of Al is pH-dependenl, al soil pH va1ues be10w 
5.5 Al3+ is solubilized into soil solution and this is the most 
important rhizotoxic Al species. High levels of Al3+ in the 
soil inhibit root growth and function, increase the risk of 
plants to succumb to drought and to mineral deficiencies and 
reduce crop production (Kochian et al., 2004). Considerable 
advances have been made to understand the mechanisms of 
Ah, but sorne aspects remain unclear (reviewed by Kochian 
el al., 2005; Vilorello el al., 2005). Some All symploms and 
responses are detectable shortly (seconds or minutes) after Al 
exposure, while others are only discemable after long -term 
(hours or days) exposure. The timing and type of plant responses 
to Ah shows high variability among plants species/genotypes, 
different experimental conditions used for analysis or to diverse 
natural/environmental conditions for crop production (Kochian 
el al., 2005). The primary and earliesl symplom of Al! is a 
rapid inhibition of root growth and lateral root fonnation; Al 
disrupts root cell expansion and elongation leading to inhibition 
of cell division (Frantzios et al., 2(01 ). A recent detailed analysis 
by Kopittke el al. (2015) idenlified !hal lhe primary les ion of 
Al is apoplastic, reducing root growth at very short period by 
binding to the walls of outer cells and directly inhibiting their 
loosening in the elongation zone. The root apex is considered 
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to be the primary target of Al stress, where Al affects diverse 
cellular processes and signal-transduction pathways due to its 
high reactivity. Al has strong affinity to negatively charged plasma 
membrane, thus can modify membrane structure and cause 
depolarization. In addition, Al ions can displace other cations that 
may form bridges between the phospholipid head groups of the 
membrane bilayer ahering membrane fluidity and homeostasis, 
leading to disturbance of ion-transport processes (Akeson et al., 
1989; Lindberg et al., 1991 ). Al induces accumulation of reactive 
oxygen species (ROS) that cause peroxidative damage to lipids 
and lead to mitochondrial dysfunction that could be related 
to root growth inhibition (Yamamoto et al., 2001 ). Oxidative 
damage leads to a disturbance of cellular homeostasis that 
may result in cell death; Alt induced cell death has been 
observed in the elongation zone of roots from metal-stressed 
plants (Yamamoto et al., 2003). After analyzing the response to 
Ah of the legume Lotus corniculatus, Navascués et al. (2011 ) 
concluded that oxidative stress is a consequence not a cause 
of Alt. The apoplast accumulation of the polysaccharide callose 
has also be en documented as a characteristic symptom of Alt in 
plants, it may lead to cellular damage by inhibiting intercellular 
transport through plasmodesmatal connections and to cell wall 
rigidification that promotes growth inhibition of the root (Horst 
et al., 1997; Sivaguru et al., 2(00). Clear evidence from different 
plant genotypes indicates that a mechanism for Al tolerance is 
Al-exclusion based on carboxylates exudation form roots apex; 
Al-carboxylate complexes are not transported into roots or across 
membranes (Kochian et al., 2005; Vitorello et al., 2(05). 

Acidity and high Al in tropic and temperate soils pose 
an additional challenge for legumes because their symbiotic 
rhizobia are sensitive to acidity. Reduced growth in acidic/Alt 
condition has be en observed in different rhizobial species, both 
in laboratory conditions and in natural environments (Graham 
el al., 1994; O'Hara and G1en, 1994; Paudya1 el al., 2007; Ave1ar 
Ferreira et al., 2012). Root nodule bacteria can be more sensitive 
to low pH and Ah than their legume host, and so their survival 
and persistence in acidic soils results in diminished infection, 
nodulation and SNF. Total or partial nodulation inhibition in 
legumes exposed to high Al has been reported for several species 
such as common bean (P. vulgaris), clover (Trifolium repens), 
Stylosanthes species and other tropical legumes (De Carvalho 
el al., 1981 ; Franco and Munns, 1982a; Wood el al., 1984; Paudyal 
el al., 2007). 

Regulatory mechanisms for plant adaptation to metal 
toxicity and other stresses involve microRNAs (miRNAs) 
along with other regulators. miRNAs are 21-24 nt-Iong non
protein-coding RNAs that regulate plant gene expression at 
the posttranscriptional level through the transcript cleavage 
or translation inhibition of their specific mRNA target(s). 
Generally, miRNA target genes code for transcription factors, 
stress response proteins, and other proteins that impact the 
development, growth, and physiology of plants. This mechanism 
operates through the recruitment of a miRNA-containing effector 
comp1ex, lhal includes ARGONAUTE 1 (AG01) prolein, lo 
its target mRNA by base-pairing complementarity (Rogers and 
Chen, 2013). In addilion, miRNAs (23-24 nI-long), 10aded lo 
AG04, are capable of transcriptional gene silencing by triggering 
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DNA-methylation at some of their target sites (Chellappan et al., 
2010; Rogers and Chen, 2013). Several reports have shown 
the role of miRNAs in the response/adaptation of plants to 
different abiotic stresses including metal toxicity (reviewed by 
Gielen et al., 2012; Kraiwesh et al., 2012; Mendoza-Soto et al., 
2012; Sunkar et al., 2012; Gupta et al., 2014; Zeng et al., 2014). 
Specifically, recent studies based in high-throughput sequencing 
technology, genome-wide analysis of small RNAs and degradome 
have identified root miRNAs that respond to high Al levels 
(reviewed by Yang and Chen, 2013; He et al., 2014). These 
include Alt-responsive miRNAs from rice (Oryza sativa sp indica 
and O. sativa sp japonica; Lima et al., 2011 ) and from the 
legumes Medicago truncatula (Zhou et al., 2008; Chen et al., 
2012) and wild soybean (G/yeine soja; Zeng et al., 2012). Tobacco 
(Nicotiana tabacum) miRNAs that respond to aluminum oxide 
(Ah 0 3) nanoparticles have also be en reported (Burklew et al., 
2012). However, to our knowledge, there are no reports about 
Ah -responsive miRNAs from nodules of SNF legumes. 

In this work we aimed to characterize the response of 
SNF common bean plants, inoculated with Rhizobium tropici, 
growing in low pH with excess Al and to delineate root 
and nodule Alt-responsive miRNAs. For comparison we also 
analyzed phenotypic Alt responses of nitrate-fertilized plants. 
A miRNA expression profile, based in hybridization of a miRNA 
macroarray (Valdés- L6pez et al., 2010), was perfonned to identify 
Ah -responsive miRNAs in common bean nodules and roots. 
Expression analysis, based on real-time quantitative reverse 
transcriptase-PCR (qRT-PCR), was performed for selected Alt
responsive miRNAs and their predicted/validated target mRNAs. 
Proposed roles of the analyzed miRNA/target nodes in signaling 
pathways of the nodules/roots from common bean exposed to 
acidity/Alt are discussed in view of previous studies from other 
plant species subjected to similar stress. Our work contributes 
to increase the knowledge about Alt -responsive miRNAs in 
an agronomical important legume, extensively grown in acidic 
soils. 

Materials and Methods 

Plant Material and Growth Conditions 
The common bean (P. vulgaris L.) Mesoamerican cv. Negro 
Jamapa 81 was used in this study. Seeds were surface sterilized in 
70% (v/v) ethanol for 1 min followed by 10% (v/v) commercial 
sodium hypochlorite for 10 min and finally rinsed 5-6 times 
in sterile distilled water where they remained soaking for 12 h. 
Subsequently seeds were germinated on moist sterile paper towels 
in the dark at 30° C for 2 days. Genninated seedlings were 
grown in hydroponic system under controlled environmental 
conditions as previously described (Valdés-L6pez et al., 2010). 
The hydroponic trays contained the nutrient solution reported 
by Franco and Munns (1 982b). To induce Alt the pH of the 
nutrient solution was adjusted to 4.5 using 1 N HCI and it was 
supplemented with 70 fl-M AlCh. Forthe control treatment, full
nutrient solution without excess Al, the pH was also adjusted 
to 4.5. Throughout every experiment the pH and volume of the 
nutrient solution from the hydroponic trays were controlled daily 
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and the nutrient solution was changed every 3-4 days for fresh 
solution (with or without excess Al). 

The AlCh concentration (70 fl-M) used in this work for Alt 
treatment was selected based in the results of the phenotypic 
analysis performed in SNF common bean plants subjected to 
50, 70, or 100 fl-M AICl3 as compared to control treatment. 
For this experiment common bean plants were grown under 
symbiotic conditions, as described next; these were harvested for 
phenotypic analysis 7 days after exposure to a different AlCl3 

concentration. 
For symbiotic condition, plantlets adapted to grow for 3 days 

in hydroponic trays with N-free Franco/Munns solution were 
inoculated with 5 mI of a saturated (over-night) liquid culture of 
R. trapiei CIAT 899 (Graham et al., 1994). For Alt stress treatment 
the nutrient solution was changed at 12 days post-inoculation 
(dpi), when inoculated plants had already formed nodules, for 
a solution supplemented with 70 fl-M AlCh. These plants were 
harvested 24 h (13 dpi) or 7 days (19 dpi) alter Alt exposure. For 
control treatment fresh nutrient N-free Franco/Munns nutrient 
solution was changed at 12 dpi and inoculated plants were 
harvested at 13 or 19 dpi. 

For non-symbiotic condition, full nutrient Franco/Munns 
solution was used. For Alt -stress treatment, 12 days after planting 
the nutrient solution was changed for one supplemented with 
70 fLM AIC!, and plants were harvested 24 h or 7 days alter Alt 
exposure. For control treatment, fresh nutrient solution with the 
same composition was changed after 12 days and plants were 
harvested at 13 or 19 days after planting. 

In each experiment the expression of an Al-activated malate 
transporter (ALMTl, Phvul.OOl G081000') marker gene for Alt 
(Chandran et al., 2008) was determined by qRT -PCR. In addition, 
visible morphological changes in roots and nodules from Alt 
plants as compared to control were checked in every experimento 
The decrease in root length, pale pink or whitish colored nodules 
with a roughened external surface as well as increased express ion 
of the ALMTl marker gene indicated the stress-nature of the 
treatment used. 

Both control and stress (symbiotic or fertilized) treatments 
consisted of three independent plastic trays, with eight seedlings 
per tray. Three different sets of plants were considered for 
analysis. From the total plants in each experiment (24) a different 
number of harvested plants were used for each phenotypic, 
biochemical or molecular analysis as will be described below. 

Phenotypic Analysis 
From the total number of plants in each experiment, 10 plants 
from each treatment (inoculated or fertilized) were harvested 
at each of the indicated time points for root length and dry 
weight (DW) detennination. The length of the primary root was 
measured from freshly harvested plants; roots were cut and rinsed 
with tap water. After eliminating the excess of water with paper 
towels, each root was placed in a flat surface and the primary 
root was extended completely to measure it with a rulero This 
procedure was done carefully to avoid breakage of the roots. 
Subsequently each root was dried in an oven at 60° C for 3 days 

1 http://www.phytowme.net.vl.0 
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and then weighed on an analytical scale to calculate the root 
DW. In experiments with inoculated plants, nodules were excised 
from the root before drying the roots. Student's t-test was used to 
analyze the difference in root length and DW between control 
and Ah stressed plants. 

Nitrogenase activity was detennined by the acetylene 
reduction assay (Hardy et al., 1968) in detached nodulated roots 
from 10 plants form each treatment. Root samples with mature 
nodules were placed into 20 mI vials, 2 mI of acetylene were 
injected into the vial to create a 10% acetylene atmosphere. 
The vials were incubated at room temperature 30 min, 2 mI 
of the gas of each vial were removed and injected in the gas 
chromatographer to analyze ethylene concentration. Specific 
activity is expressed as nmol ethylene h- 1 g-1 nodule DW. 
Student's t-test was used to analyze the difference in nitrogenase 
activity of Ah stressed plants as compared to control plants. 

For the phenotypic analyses described below, the microscopes 
used were: a light microscope SteREO (Zeiss) or a fluorescence 
optical microscope Axioskop 2 (Zeiss). From the total number of 
plants in each experiment, eight individual roots or nodules from 
each treatment were examined in every staining protocol. 

Aluminum accumulation was detected by morin staining 
following the protocol reported by Tice et al. (1 992). Common 
bean root tips and nodules slices were washed with 5 mM 
ammonium acetate buffer (pH 5.0) for 20 min, followed by 
1 h incubation in 100 mM morin dissolved in the same 
buffer and finally washed with buffer for 20 mino Green 
fluorescence from Al-morin complexes was observed at 420 nm 
excitation and 510 nm emission wavelengths. Production of 
H2 0 2 ROS was detected after roots incubation for 35 min in 
a solution containing 200 fl-M CaCh plus 10 fl-M 6-carboxy-i, 
7/ -dichlorodihydrofluorescein diacetate, di(acetoxymethyl ester) 
(DCF-DA) that emits fluorescence when interacting with H20 2 
(Jones et al., 2(06). ROS-fluorescence was observed at 488 nm 
excitation and 530 nm emission wavelengths. Lipid peroxidation 
in excised root and nodules was visualized after staining with 
Schiff's reagent for 35 min, as reported by Yamamoto et al. 
(2001 ). Cell death, assessed by the loss of membrane integrity, was 
visualized by staining with Evans blue (Yamamoto et al., 2001 ) 
during 15 min for roots and 20 min for nodules. Accumulation 
of callose was determined as reported by Millet et al. (2010) using 
aniline blue. For this assay entire roots and nodule slices were 
used. Callose fluorescence was observed immediately under UV 
(390 nm excitation and 460 nm emission). 

Preparation, Hybridization and Data Analysis 
of miRNA Macroarrays 
The approach used to identify miRNAs from nodules of common 
bean plants from control or Alt treatment was based on the 
hybridization of miRNA macroarrays as previously reported by 
Valdés-López et al. (2010). The steps ofthis protocol are briefly 
explained next. 

Total RNA was isolated from 1 to 2 g frozen nodules of control 
or Al-treated common bean plants using LiCI precipitation 
method as reported previously (Valdés-López et al., 2008). Total 
nodule RNA samples were enriched for miRNAs by using 
flashPAGE fractionator (Ambion). These samples (hereafter 
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tenned 'miRNA samples') were preserved at -80°C until used 
for miRNA macroarray hybridization. 

Forty-two synthetic DNA oligonucleotides (18-24 nts) 
corresponding to reverse complementary sequences of 42 mature 
miRNAs families were synthesized. Twenty-three of these DNA 
oligonucleotides corresponded to conserved miRNAs, 7 to 
miRNAs from soybean, 9 to miRNAs from common bean, and 
3 to miRNAs expressed in M. truncatula nodules (Lelandais
Briere et al., 2009). The recently released P. vulgaris genome 
sequence (Schmutz et al., 20142

) was analyzed to verify that 
the precursors of each of the 42-selected miRNA were indeed 
encoded in the genome. Other DNA oligonucleotide probes 
complementary to different miRNA families that were used in 
the miRNA macroarray analysis reported by Valdés-L6pez et al. 
(2010) were excluded from this analysis because these could not 
be mapped in the common bean genome. The sequences of the 
DNA oligonucleotide probes printed in the miRNA macroarray 
used in this work are provided in Supplementary Table SI. 
For miRNA macroarray preparation each DNA oligonucleotide 
probe wasmanuallyspottedon 2cm x 3 cm Amersham Hybond
N+ membranes, dried at room temperature and UV cross-linked 
three times. 

After hybridization with radiolabeled miRNA samples the 
macroarray membranes were washed, exposed to a Phosphor 
Screen System and scanned. Three independent miRNA 
macroarrays were hybridized with miRNAs isolated from three 
different plants (biological replicates) of each treatment. The 
signal intensity of each spot of the miRNA macroarrays 
was determined using ImageQuant 5.2 software (Molecular 
Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). The signal intensity data were 
normalized with the average of the signal intensity of the printed 
miR159 that showed no significant variation across all the 
conditions tested and therefore has been used by our group in 
previous works (Naya et al., 2014; Nova-Franco et al., 2015). 
The normalized data were then used to analyze the level of 
express ion of each miRNA in the nodules from plants grown in 
control and in metal-toxicity conditions. The rawand normalized 
signal intensity data from each miRNA macroarray hybridization 
experiment are shown in Supplementary Table S2. 

For analysis of the differential express ion of miRNAs 
in nodules from metal toxicity-stressed plants, the average 
normalized expression ratios (stressed:control) were obtained 
and subjected to Student's t-test (p :': 0.05). 

Semi-quantitative and Real-time Quantitative 
Reverse Transcriptase-PCR (qRT-PCR) 
Analysis 
Transcript level of the ALMTl marker gene in roots under 
control or Alt stress were analyzed by semi-quantitative 
RT-PCR that was performed by two-step RT-PCR using 
polythymine deoxynucleotide primer following the manufacturer 
instructions (Clontech Laboratories, Ine. Mount View, CA, USA). 
Annealing temperature was 55° C, 28 cycles were used. Primer 
oligonucleotide sequences are shown in Supplementary Table S3. 
Amplified RT-PCR products were resolved on 2% (w/v) agarose 

2http://www.phytowme.net.vl.0 
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gels in Tris-acelaLe-EDTA bulfer. The ubiquiLin gene (UBQ) was 
included as a control for uni fo rm RT-PCR condiUons. 

f or fue quanti fLcation of Lhe transcript levels of mature 
miRNAs, cDNA was synLhesized from 500 ng of LoLal RNA 
the :'\Code miRNA Firsl-Strand cDNA Synthesis (Invitrogen). 
Resulting cDNAs were then diluted and used lo perform qRT
PCR assays using Lhe Maxirna SYBR Green/Fluorescein qPCR 
master mix (Fermentas, Ilanover, MD, USA), fo llowing Ihe 
manufacturer instructions. The tmnscript levels of selected 
cornrnOIl bean miRNA target genes were quanLified by Lhe one
step assay using the iScri pt One-Step RT-PCR Kit with SVllR 
Green (Bio-Rad, I-Iercules, CA, USA). Each qRT-PCR reaclion 
contained 100 Ilg of RNA lemplaLe. previously lreated with 
DNase (Qiagen. Tlilden, Germany) . noth for mature miR:'\As and 
fo r target genes transcripl level determinations, qPCR reaclions 
were IUn in a 96-well formal ,,·rilh the iQ5 Real-Time PCR 
Detection System and iQ5 Oplical System So/iware (nio-Rad) 
with setLings of 10 min at 50~C (cDNA synLhesis), 5 min at 95°C 
(iScrip l reverse LranscripLase inaclivaLion), followed by 40 cycles 
far PCR cycling and delection of 30 s at 55°C. Supplemenlary 
Tablc 53 provides the sequences of the oligonucleotide primers 
used fOI qHT-PCR amplification of each gene. 

'l'hree biological replica les with two technical replicates each 
were carried out far Ihe detennination of Iranscript leve! of 
each gene or miRNA, RNA was exlracted from differing seis 
of plants grown under similar trealmenl (conlrol or Alt). 
Rclative transcript levcls for each sample were obtained using the 
'comparative C¡ melhod'. 'l'he Ihreshold cycle (C¡) value oblained 
afier each reaction was norlllalized lo the Cl value of llliR159 fo r 
miRNA level s or lo Ihe C¡ value of the elongalion faclor 1 (EPI) 
gene (Phvul,004G060000) fur target gene leve!s; Ihese reterence 
genes were conslant across Ihe conditions (5upplelllentary 'l'able 
52) . The rclative expression levcl was obtaincd by cakulating the 
.0..0. Cl values for Ihe slress condilions used and Ihe normalized 
Cl value (fl..Ctl for Ihe conlrols. The norlllalized fald expression 
levcls ... Tre subjected to 5tudent's t-test (p .:s: 0.05). 

Results 

Response 01 Common Sean Plants to Al 
Toxicity 
The objective of Ihis work was lo characterize Ihe response of 
SNF comlllon bean plant~ to acidic/Al-toxicity stress, aiming 
to describe the symptoms prescnt as well as the miRNAs 
differentially expressed in active nodules from plants exposed to 
Ah, something that is ret poorly documented fo r this or other 
legumes. To achieve our objective, our experimental design look 
into consideration previous knowledge about the negative effect 
of lo\\! pH on rhizobia root colonization/infection and nodllle 
devcloplllent/fllnction in COlllmon bean (franco and Munns, 
1982a; Vassilcva et al., 1997). Such negative effects are rclated to 
the acid sensiLivity of free -living rhizobia (Grallam eL al., 1994; 
O'lIara and Glen, 1994). Our experimental design, based on LhaL 
reported several years ago by Franco and Munns (1982a), has 
heen used by our group to describe the llliRNA expression pro[¡le 
from prcviously devclopcd nod ulcs of SKF COlllmon bean plants 
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thaL lVere exposed to a nlltrienL deficiency, acidi Ly or Mn Loxicity. 
In short, plantkts adapted to grow in hydroponic conditions were 
inoculated with R. tropici CIAT 899 that is aód tolerant (Graham 
et al., 1994), when fu nctional nodllles were formed stress was 
imposed by changing the nutrknt sollltion to one containing 
70 11M AlCI). For the control treatment, another set of nodulated 
plants continlled to grow in N-free nutrient solution. For both 
treatments lhe pH of lhe solution was adjusted lo 4.5 and WdS 

controlled throughout the experiment, this allowed to separate 
the effect of Al from that of low p H. 

The degree of toxic dfect indllced by a cerLain Al 
concentration varies considerably depending on the plant 
species/genotype, the experimental conditions and other factors 
(Kochian et al., 2005). Therefore initiallv we tested differ€l1t AICh 
concentration in order to select fue ad~quate treatment for SNF 
common bean plants to be used this work. After 12 dpi R. tropici
nodlllated common bean plants were transferred Lo nlltrien t 
solution supplemcnted with 50, 70, or 100 11M AlCh (pH 4.5) 
and wcre harvestcd 7 days after Al cxposure for phenotypic 
analysis (figure 1). As compared to control condition (N-free 
nlltrient sollltion, pH 4.5), SNF common bean plants exposed 
to 70 IlM AlC13 showcd highest reduction in root Icngth (30%, 
Figure lA) and in root DW (14%, Figure lB) as compared 
to plants in the other Al-stress treatments tested. In addition, 
the nitrogenase activity (acety1ene reduction assay) from nodules 
under 70 ItM AICI) WdS the lowest (50%, Figure le). These 
d¡lt<l are in agreement ,vith the expression leve! of ALMTl 
marker gt'ne observed in roots of plants from the different 
treatments; it "ms highest in roots from plants under 70 ~tM 
AICh treatment (figure ID). On Lbis basis, for Lhis work 
the selected AICh concen tration for Alt in conunon bean WdS 
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Dlle Lo lhe genoLypic variabiliLy and diverse experimental 
conditions it is difficult to reach a consensus on the timing 
for Alt in plantsi different responses have been observed at 
early or at late expoSllre to Al-stress (Kochian e1 aL, 2(05). In 
this work we analyzed common bean responst' lo Alt (70 11M) 
at two periods of Al exposure. The long peTiod selected for 
Ah-response analysis lVas 7 days, based in our previous lVork 
(Valdés-López et al. , 2010) and \Ve included 24 h t'xpOSllH' for 
analysis of an earlier response. Figure 2A shows the data of the 
phenotypic analysis performeó in SNF bean plants exposed to Alt 
lrealment (24 h or 7 days) as compared lo control planls. No 
significant change WaS observed in the leaf area or the nodule 
DW from SNF plants under Ah treatments (data not shown). 
SNF plants exposed for 7 days lo Ah sbowed a decreased in 
root D\V (50%) and root length (20%), while plants from 24 h 
treatment did not show changes in these parameters. However, 
as evidenced by nitrogenase activity (acetylene reduction assay) 
,~alucs, both AIt treatmcnts affected nodule function since a 
43 and 62% reduction at 24 h and 7 days, rcspectively, was 
observed. 

We compared the phenotypic analysis of SNF common bean 
plants with full-nutrient fertilized common bean plants subjected 
to AJt for sbort or long periods. Similar condition as ¡hose for 
nodlllated plants wert' used, Alt \Vas added for 24 h or 7 days lo 
roots of plants pre-grown for 12 days in full-nutrient solution. No 
aheration in leaf arca ,vas obscrved in all the trcatments analyzcd 
(dat<l not shown). In Al-treated fe rt il ized pl<lnts a decre<lse in 
root DW (28%) was observed only at 7 days treatment, while a 
decrease in root length was observed both at 24 h (6%) anó 7 óays 
(25%) tre<l tments (Figure 2B) . 

FolJowing the characterization of the response of SNF 
common bean to Alt, we performed a histological analysis, in 
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both roots and nodules, to observe symptoms known to be 
specific and characteristic of roots from different plants exposed 
to excess Al (Kochian et al., 2005; Vitorello et al., 2(05). This 
was done after long period (7 days) exposure to Alt because 
this treatment resulted in the highest effect on SNF plants 
(Figure 2A). Fluorescence resulting from accumulation of Al, 
after morin staining, was observed in the root tips and in the 
infection zone of mature nodules of plants exposed to Alt, 
while no fluorescence was observed in organs from control 
plants (Figure 3A). ROS (H2 O2 ) accumulation, evidenced as 
fluorescence after DCF-DA treatment, was high in the Ah 
roots elongation zone as compared to roots from control plants 
(Figure 3B). This test was not useful to detect ROS from 
nodules since DCF-DA could not penetrate into the nodules 
and no fluorescence could be observed. Callose-fluorescence was 
observed in the elongation zone of bean roots (Figure 3C). In 
nodules, the callose-fluorescence was observed mainly on the 
outer layer (Figure 3C). Peroxidative damage of membrane lipids 
(lipoperoxidation) due to the stress-related increase in high toxic 
ROS is ofien associated with Alt (Cakmak and Horst, 1991 ). The 
Schiff's reagent was used to visualize aldehydes derived from 
lipoperoxidation. In roots from Alt bean plants an intense pink 
staining was observed mainly in the elongation zone and in 
the whole infection zone of stressed nodules (Figure 3D). An 
oxidative damage leads to a disturbance of cellular homeostasis 
that could result in cell death thus we used Evan's blue staining 
to assess cell death in Alt roots and nodules. Cell death was 
evident in the tips and the elongation zone of roots of stressed 
bean plants (Figure 3E). In Al-stressed nodules we observed 
a build up of tissue that gave a roughened texture to the 
external surface. Evan's staining of entire nodules revealed 
that cell death could be occurring in the rough external layer 
(Figure 3E). 

miRNAs Expression Profile in Nodules of 
Common Bean Plants Under Alt 
Recent studies have identified miRNAs that are differentially 
expressed in tissues of plants exposed to Ah; to our knowledge, 
these do not include legume nodules (Zhou et al., 2008; 
Lima et al., 2011 ; Burklew et al., 2012; Chen et al., 2012; 
Zeng et al., 2012). Alt-responsive miRNAs are likely to play 
important roles in the regulation of plant response/adaptation 
to this stress. In this work we aimed to identify miRNAs from 
common bean nodules exposed to high Alt for 7 days; in this 
treatment SNF bean plants showed major phenotypic aherations 
(Figure 2). 

The miRNAs express ion profile analysis from Ah nodules 
was performed through hybridization of a miRNA macroarray; 
the membranes used contained 42 DNA oligonucleotide probes 
(Supplementary Table SI) complementary to genome-mapped 
miRNAs that are expressed in different tissues of common bean 
plants (Peláez et al., 2012). 

The data on normalized expression level (stressed:control) of 
each of the 42 miRNA families analyzed through macroarray 
hybridization revealed that 28 miRNAs were differentially 
regulated in Alt -stressed common bean nodules; half of these 
were up-regulated (Table 1). Among the up-regulated miRNAs 
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we found 10 conserved miRNAS, from these rniRI64 and 
miR396 showed the highest response; while eight conserved 
miRNAs were down-regulated (Table 1). Also we found 10 Alt
responsive miRNAs that have be en identified in one or more 
legume species (common bean, soybean and/or M. trucatula), 
thus putative legume-specific miRNA families, six of these were 
down-regulated (Table 1). 

Expression Analysis of Selected Metal 
Alt-Responsive miRNAs and their Target Genes 
We selected eight Ah -responsive miRNAs frorn common 
bean nodules, including both up-regulated and down-regulated 
examples, to validate the express ion rates obtained in the miRNA 
macroarray experiment (TabIe 1) using the ahernative method of 
qRT-PCR. Besides validating the expression of selected miRNAs 
on nodules from SNF plants exposed for long period to Al 
(TabIe 1) we extended the analysis to nodules under Alt -stress 
for short period, and also to roots from fertilized plants exposed 
to Al for long or short periods (Figures 4 and 5). 

T o gain insight into specific roles of miRNAs in common 
bean response to Al stress, we included a qRT-PCR expression 
analysis of the genes targeted by the selected miRNAs (Figures 4 
and 5). Very few common bean miRNAs target genes have 
been experimentally validated (Arenas-Huertero et al., 2(09); 
we considered this an important issue for the selection of 
miRNAs/target nodes to be used for express ion analysis in 
this work. So six, out of eight, miRNAs that were selected for 
express ion analysis in this work have a validated target gene in 
common bean (Arenas-Huertero et al., 2009); these include four 
up-regulated and two down-regulated miRNAs according to data 
from macroarrays (TabIe 1). Each miRNA may target several 
genes, from the same or from different gene families (Kraiwesh 
et al., 2012; Sunkar et al., 2012; Rogers and Chen, 2013). In 
order to define this for common bean miRNAs, further genome
wide analysis based in the recently published genorne sequence 
(Schmutz et al., 2014) as well as experimental validation for 
predicted targets is required. However, in this work we focused 
in the expression analysis of the only validated (or predicted) 
target gene for each selected miRNA (Arenas- Huertero et al., 
2009; Valdés-López et al., 2010). The selected up-regulated 
miRNAs and their corresponding validated target genes (Arenas
Huertero et al., 2(09) are: miRI64/NACl (NAM/ATAF/CUC 
transcription factor), miRI70/SCL (SCARECROW -like protein 
transcription factor), miR393/TIRl (TRANSPORT INHIBITOR 
RESPONSE l-like protein) and miR396/GRLl (GROWTH
REGULATING FACTOR-like protein). The selected down
regulated miRNAs and their corresponding validated target 
(Arenas-Huertero et al., 2009; Naya et al., 2014) are: miRI57/SPL 
(SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN-LIKE) and 
miR398/CSDl (Cu/Zn SUPER OXIDE DISMUTASE). We also 
selected miR169 that showed the highest value for down
regulation in Alt-stressed common bean nodules (TabIe 1). 
This was the first miRNA whose role in nodule development 
was demonstrated in M. truncatula; it targets the transcription 
factor NF-YAl (NUCLEAR FACTOR YAl, previously called 
HAP2) was experimentally validated in M. truncatula and in 
soybean and it was predicted by bioinformatics analysis for 
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FIGURE 3 1 Histological analysis of Al toxicity response in roots and 
mature oodules of R. tropici-inoculated common beao plants. SNF 
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common bean (Combier et aL. 2006; Arcnas-Hucrtero et al., 
2009; Song ct al., 2011 ). In addition, we sdected pVll-miRlSl1, 
IIp-regll lated in Ah nodllles ('rabIe 1), its predicted targct in 
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common be<1n t<1rgct gene is SPIL (SPIRAL-likc protein, <1 
microtll bll lc -<1ssociated protein; Arcnas-Hllcrtero ct <1L, 2009 ); 
this miRNA has been fOllnd in the legllmes M. truncutllla 
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and soybean (Lelandais-Briere et al., 2009; Song et al., 2011 ; 
Formey et al., 2014) but its regulatory function remains 
unknown. 

Figure 4 shows the data of the expression ratios of the selected 
miRNAs and their target genes in active nodules that were 
exposed 7 days to Alt. The tendency (up- or down-regulation) 
in the response to Alt of each miRNA tested using qRT-PCR 
approach was similar to that shown Table 1, thus validating 
the miRNA macroarray results. However, there was variation 
in the express ion ratio values obtained from macroarrays as 
compared to those from qRT-PCR analysis (Figure 4, Table 1) 
that could be attributable to different sensitivities of the two 
methods. In every case, the expression ratio of the target 
gene showed the expected inverse correlation with that of its 
miRNA (Figure 4). The respective target genes of the miRNAs 
miR164, miR170, miR393, miR396, and pvu-miRl511 were 
down-regulated pointing to the miRNA-induced target cleavage 
(Figure 4). 

We also analyzed the express ion of the selected miRNA/target 
nodes in developed roots from fertilized plants subjected to 
Alt for 7 days (Figure 4). As shown in Figure 4, miRI64, 
miR170, and miR1511 were up-regulated while miR157, miR169, 
and miR398 were down-regulated in 7 days Alt roots. The 
target genes of these Ah root responsive miRNAs showed an 
inverse correlation with that of their miRNA (Figure 4). miR393 
and miR396 did not show a significant response in Alt roots 
(Figure 4). 

T o assess if the observed miRNA response was characteristic 
of a long-time exposure to Ah (Figure 4) we compared it to 
that of short Alt exposure thus detennining the express ion of 
the selected miRNA/target nodes in nodules and roots exposed to 
high Al for 24 h (Figure 5). In 24 h Alt nodules miR170, miR396, 
and pvu-miRl511 were significantly up-regulated, miR157 and 
miR398 were significantly down-regulated and their target genes 
showed the respective inverse correlation; whereas miRI64, 
miR393, and miR169 did not show a significant response 
(Figure 5). The expression analysis of selected miRNA/target 
nodes in 24 h Ah roots from fertilized plants revealed 
up-regulation of miR170, miR393, and miR396 and down
regulation of miR169 and miR398, with the corresponding 
inverse correlation of their target genes; whereas miRI64, 
miR157, and pvu-miRl511 did not show a significant response 
(Figure 5) 

Discussion 

In this work we report the negative effects of Alt to SNF and 
fertilized common bean plants, grown hydroponically in acidic 
nutrient solution supplemented with 70 fLM AIC!,. This AlC!, 
concentration is within the range of those found in acidic 
soils and those that have been previously used for Alt -stress 
experiments in common bean and in soybean (Franco and 
Munns, 1982a; Menzies et al., 1994; Rangel et al., 2007; Yang 
et al., 2009; Kopittke et al., 2015). In fhis work we used the 
black-seeded "Negro Jamapa 81" cultivar and R. tropici CIAT 
899, an acid pH tolerant rhizobia strain (Graham et al., 1994), 
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as inoculant. Though Franco and Munns (1 982a) reported that 
black seed common bean varieties are less sensitive to acid 
soils with high Al concentration as compared to non-black seed 
varieties, Blair et al. (2009) reported that Mesoamerican common 
bean genotypes are less resistant to Al than Andean gene 
pools. The later report, aimed to identify Al resistant Andean 
common bean genotypes, analyzed 36 genotypes including 11 
from the Mesoamerican gene pool but Negro Jamapa was not 
reported in this analysis (Blair et al., 2009). To our knowledge 
the degree of Al/acid soil resistance of the Negro Jamapa 81 
cultivar remains to be analyzed, though this is out of the 
scope of our present work. The acid soils/Al stress resistance 
of both symbionts is likely to influence the survival/growth 
of common bean plants in the treatment used and also the 
miRNA response. Interestingly, future research may define if 
the Alt responsive common bean miRNAs identified account 

T ABLE 1 I MicroRNA (miRNA) expression in nodules of common bean 
plants grown under control or Alt condition. 

miRNA Expression Ratio (±SE) P-value 

miR 160 1.91 (±O.O1) 300E-05 

miR 164 5,35 (±0,03) 8,OOE-06 

miR 165 1,64 (±0,02) 0,00035 

miR 166 1,94 (±0,06) 0,0002 

miR 170 5,70 (±0,52) 0,00104 

miR 172 1,63 (±0,1 O) 0,00216 

miR 390 2,57 (±0,01) 3,33E-06 

miR 393 2,12 (±0,08) 0,00464 

miR 395 2,02 (±0,01) 4,42E-05 

miR 396 5,98 (±0,12) 0,00156 

pvu-miR159,2 3,88 (±0,17) 0, 0001 

pvu-miR1509 2,13 (±0,01) 0,00088 

pvu-miR1511 2,89 (±0,01) 9,53E-06 

pvu-miR 2118 2,21 (±0,01) 7.95E-05 

miR 156 -1.16 (±OOO9) 0, 00387 

miR 157 -3,57 (±0, 004) 1.57E-05 

miR 167 -1,38 (±0,05) 0,04902 

miR 169 -10,0 (±O,OCG) 8,10E-06 

miR 319 -2,30 (±0,01) 0,00022 

miR 398 -1.45 (±0,01) 0,04504 

miR 399 -2,56 (±O,CG) 0,00120 

miR 408 -1,29 (±O,OOO) 0,02278 

pvu-miR1514a -1,66 (±0, 001) 0,00515 

pvu-miR1515 -3,70 (±0, 001) 0,01827 

pvu-miR2119 -2,63 (±O,CG) 0,01199 

gma-miR1521 -2,00 (±0, 006) 7. ooE-05 

gma-miR1534 -2,56 (±0, 005) 0,00415 

mtr-miR2586 -1,60 (±0, 005) 0,015564 

axprasslon 
from thraa 
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FIGURE 41 NormaJized fold expression levels of selected 
miRNAltargat mRNA nodas in fartilizad roots and in SNF nooulas of 

common bean p lants under Alt for long periodo H~h Al was a::Jded i O 
(12 dpi) R. trcpid-moculsted plants with active young nodu!es or 10 (12 days) 

lertillzed plarots lor 7 days belore harvestlng . miRNAs and target genes 
expresson leve:s wele deterlllood by qRT-PCR in rxxJules 01 inoculated 

p:ants C( in roots 01 lertilized plants Values represen! ¡he noflllal izF. c 

express oro rat k:: s (si ress:corotrd) g rven as the avera;;e 01 three bblogieal 

fo r genera l responses lo the stress or if the response may \~,lTy 
among va rieties with different adaptationltolcrance to Ah in acid 
soils. 

A decrease in root length was the main and primal)' effect 
obse rved in common bean plants under Alt. Afte r a short period 
under Ah cummon bean plants showeu ca. 6% uecrease in root 
length, equ ivalent to 2 cm shorter roots as compared to roots 
from control plants. This result is in agreement with previous 
works in common bean showing that the trdnsition and the 
elongation zones of the root are the major targets of Al injury 
resulting in a rapid inhibition of mot e1ongation (Rangd et al., 
2007; Yang et al., 2009). After long periad of Al exposure higher 
denease in mot length V.~dS observed , in inoculated and in 
fertilized planls. These results are in agreement \· .... ith previous 
studies indicaling thal nodulated legumes are more sensitive to 
Al and Mn toxicity than plants fertilized wilh mineral N (Hungría 
and Vargas, 2000). Alt-stressed common bean nod ules showed 
a decrease in nitrogenase activity together with accumulation 
of Al in their infecled zone, th us indicaling the presence of 
high Al in both symbionts. Bacteria under excess Al utilize 
Fe transport systems for Al uplake Ihat in terfere with their 
ability to capture Fe, an essential micronutrient required for 
rhizobial nitrogenase activity in rhizobia (Davis et al., 1971 ; 
Rogers et al., 2001). Spccies like Sinorhizobium me/iloti and 
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mp icates. For ratios Icwer tr,an 1, l he inverse 01 lhe ral k:: was est imaled and 

the sign was chanqed. Cd umns markec! with star (' ) represent signi'icantly 

di tfH8f1t means aeeording te l he stati slical ana~si s Ip :'ó O.OS). NAC1, 
NAM/Ali"1F/CUC transcription tactor: SCl, SCARECROW-like proteln: Tl Rl , 
TRANSPORT INHIBITCf1 RESPONS:: 1-like protein; GRL1 , 

GROWTK- REGULATING FACTOR 1: SP1l , SPIRAL- like protein 1; SPl , 
SOUAMOSA PRCMOTER-B NOING proteln- Ilke: NF-YA 1, NUCLEAR FACTOR 

YA1; CS01, CUlZn SlJPEROXIDc DISMUTASE 

Bradyrhizobium growin g ex planta are extremely sensitive to Al 
since it affects the enzymatic activities for nitrate and nitrite 
reduction, nit rogenase and uptake hydrogenase (Arara et al., 
2010). 

The Alt stressed bean roots and nodll les showed charaderistic 
Al- stress symptoms observed in roots from different plants such 
as aCCll tn lllation of ROS and callose as well as lipoperox idat ion. 
Noticeably, callose and I-120 2 (ROS) accumulation co-localizeu 
in the bean root e1ongation zone similar as in Alt maize 
plants (Tones et al., 2006). AI-stressed maize root ceUs 
induce callose accumulation and ceH v.~a\lJplasma membrane 
rigidification as well as an oxidative burst (ROS) with increasing 
cyloplasmic Ca2+ that leads lo activation of the callose 
synthase enzyme (j ones et al., 2006). Though callose has 
been observed , in the ceU walls of some yeasls, fungi and 
bacteria (Stone and Clarke, 1992) we did not observe caUose
fl uorescence in the noduk infection zone where R. lropici 
bacteroids reside, but in the external layers of Ah nod ules. 
We propose that this may fu nction as a protective barrier 
against Al uptake. 11 has been reported that callose accumulation 
can prevent higher uptake of Al and other metals (Van 
de Venter and Currier, 1977; I¡Vissemeier and Horst, 1992) 
ami also it may prevenl pathogen infec tion (Kohler el al., 
2002). 
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FIGURE si Normalized fold express ion levels of selected 
miRNAs/target mRNA nodes in fertilized roots and in SNF nodules of 
common bean plants under Alt for short periodo High Al was added to 
(1 2 dp8 R. tmpici-iloclJlated plants w.th active ycun[lllodu~s or to (12 cays) 
fertilized piants for 24 h before halVesting. m iRo~As and larget genes 
expressjon k3vels were determ inad by qRT-PCR in r.oéu k3s 01 inoclJlated 

The identifi C<ltion of Alt-responsive miRNAs is d fi rst 
step tow<lni unraveling their regulatory role for plants 
adaptation/defense to this stress. To our knowledge, there 
is only one report about n utricnt-deficicncy and Mn-toxicity 
responsive miRNAs from common bean nod ules (Valdés-López 
el aL, 2010). In the present work we identified 28 Alt-responsive 
miRNAs in common bean nodulcs, using a miRNA macroarray 
hybridization <lpproach proven to be inexpensive ami sllitable 
for this type of analysis (Valdés-López et aL, 2010). However, 
in this work the miRNA macroarray design was improved by 
induding only miRNAs encoded by an d expressed from the 
common bean genorne (Peláez et al., 2012; Schmutz et al., 2014 ), 
thus avoiding detecting non-specific hybridization signals that 
\Ve now interpret as false positives. 

Expression proftle of Al -slress responsive miRNAs has been 
reported for wild soybean, M. truncatula, rice and tobacco (Zhou 
el al., 2008; Lima el aL, 2011 ; Burklew et nI., 2012; Chen el al., 
2012; Zeng et al., 2012; Yang and Chen, 2013; He et al., 2011 ). 
We did a comparative analysis of comlllon bean miRNA families 
identified in this work with those fou nd in other plant species 
subjected to similar Al-stress. As shown in Figure 6, 19 out of 
28 miRNAs id entified for common bean nodules are shared by 
one of more of the AI-stressed pldnt species; the rest mi RNA 
families on ly identified in Alt common bean inclmle 6 that have 
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piolnls 01 in rools üf fen i ized r:; lanls. Values represen! lhe norrmlized 
eXprGb5.ün ratM; (strg&;:contrü8 g;ven as tlle average üf tlnee b;ologk;al 

re~k:ates . For ralios Iower than 1, the inverse of the ra~o was est imaled and 
the s~n was cm ngoo . Cü llJ lllIls markoo w ith stal 1- ) mpmS(lnf signilir..(l.nt ly 

d ifferent means according to the Slal ist ica.1 analysls rp :::: O.OS} Se€ Figure 4 
lor target genes des::;ri ption 

been fonnd only in legumes (common bean, soybean <l nd/or 
M. trunca/lila) and (ou ld represent fam ily- or species-specific 
miRNAs (Song et al., 2011; Peláez et al., 2012; Formey et al., 2014). 
We identified three of these miRNA families (pvu-miR1509, 
pVlI -miR2 118, and pvu -mIR1514) only in Al-stressed conunon 
bean and wild soybean (G. soja; Figure 6), the lalter is the 
ancestor of the domesticated soybean (G/yeine max), a \viddy 
grown legu me crop that is phylogenetically related to common 
bean (Zeng et al., 2012; Schmutz et al., 2014 ). M. truncatula, 
rice and tobacco shared 9, 10 and 9 AIt-responsive conserved 
miRNAs with conunon bean though several of these sho\Ved 
different trend (u p- or down-regnlation) as compared to that in 
common bean. It should be noted that Alt-responsive miRNAs 
were identified in different tissues: nodules for common bean, 
roots fo r wild soybean and ri ce, root tips for M. truncatula and 
seedling for tobacco (Lima et al., 2011; Bnrklew et al., 2012; Chen 
el nL, 2012; Zcng el al., 2012). The commonalities among A11-
responsive miRNA fam ilies froln different species ind icate their 
role in the regulation of general rele "~,lllt plant responses to this 
stress, ""hile differen ces among the response on miRNA families 
may be related to specific roles in a certai n plant t issue aml/or 
species. 

In this work we confirmed the m<lcroarray results of 
eight selected Alt responsive mi RNAs through the qRT-PCR 
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expression analysis. This was complemented with the se!eeted 
miRNA expression analysis in nodules at short period and 
roots at long and short periods under Alt. The action oí 
miRNAs is exerted through the silencing oí their corresponding 
target gene(s). To this end, we analyzed the expression leve! 
oí the genes targeted by the seleeted Ah responsive nodule 
miRNAs. These showed the expected opposite trend to the 
miRNA expression, thus indieated the miRNA-induced target 
deavage. The miRNNtarget nodes analyzed in this work are 
known to be involved in relevant signaling pathwa)'S that regulate 
developmental proeesses or stress responses in different plants 
and thus allow us to propose their role in the response to Alt oí 
common beml roots and nodules. 

In general miRNA response in Al-stressed roots was more 
signific:mt at short period, something that is in agreement 
with the roots sensing Ah effeets in first place and showing 
e(lrliest stress responses (Kochiml et al., 2005; Vitorello et al., 
2005). In this reg(lrd we observed that miR393 and miR396 
did not respo nd in 7 d(lys fertilized roots whereas thcse wcre 
up-regulated at short period, while miR169 (lnd miR398 wcre 
down-regul(l ted (lt (1 high er levcl in short- th(ln in long-period 
stress. By contr(lst, genemlly (1 higher miRNA nodu le response 
W(lS observed (lt 7 d(lys Ah, so perhaps miRNAs are havc more 
important roles in trying to maintain nodule function even in 
prolonged Al-stress. Notably, nitrogenase activity was already 
considerably (43%) affected after 24 h Ah treatment so it seems 
that common bean nodule dysfunction precedes the turn-on 
of Ah stress signaling pathways related to miRNA differential 
expression. AJthough all the sclected miRNA h(lvc a significant 
respond in 7 days Alt nodules, half oí these -miR1 64, miR169, 
miR393, (lnd pvu-miRI511 - did not respond at short period of Al 
exposure. 

Our anaIysis allows comparing miRNA responses to Al 
exposure in roots from fertilized plants vs. nodules from SNF 
plants. At long Al exposure, miR 164, miR 170 (lml miR 15 11 were 
highly up- regulated in nodules and showed the same trend in 
roo1,5 though to lower levels. Their corresponding target genes 
showed down-regulation thus indic(lting (In important role fo r 
silencing NAC1 and SCL TF -involved auxin signaling and 
devclopmental processes, respectivcly- in both tissues under Alt. 
Similarly miR157, miR169, and miR398 were down-regulated in 
nodules and in roots with the corresponding up-regulation of 
their target genes (SPL and NF-YAl TF and CDSl, respectively) 
that may have a relevant role in coping with Al stress in both 
organs through transcriptional regulation or ROS detoxification. 
By contrast at long Al exposure miR393 and miR396 showed a 
tendency for down-regulation in fertilized roots, although this 
was not statistically significant, \vhile in nodules these miRNAs 
showed high up-regulation with the corresponding target gene 
silencing; thus indicating a relevant and more specific role in SNF 
Al stressed nodules. 

We observed that miR164 and miR393 were highly 
up- regulated and their corresponding target genes NACl 
(transcription factor) and TIRl (auxin receptor) were down
regulated in nodules exposed to Al for long period, while in 
7 days fertilized roots miR164 showed a minor up-regulation 
and miR393 did not respondo miR164 \vas also reported as 
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FIGURE 61 Alt-responsive microRNAs from several plant species. Pv, 
Phaseo!us '1u/gan"s . Gs. G/ycine soja. Mt. MediCiJgo truncat'Jla, and Nl. 
Nicotiana tabacum. Green . up-reglllalion and red, down- reglllalion 
Re' e¡erx:es: lrx;u el al. (2008). Lima el a (2011 ), Burklew el al. (2012), Chen 

elal. (20 12). and leng el al. (2012). 

Alt-responsive in wild soybean and miR393 in M. trutlcutu/a 
and in rice (Figure 6). In Arabidopsis, the miR I64/NAC l and 
miR393/TlR 1 nodes are involvcd in the auxin-signaling p(lthway 
that controls lateral root development (Guo et al., 2005; Navarro 
et al., 2006; Chen el (11., 2011 ). In legum es the auxi n/cytokinin 
ratio is strictly controlled and pbys an important role in nodu le 
devclopment during the legu me-rhizobia symbiosis (Ferguson 
and Mathesius, 2003). We propose that the auxin signaling 
pathway is a relevant component in the signal transduction for 
the response of common bea n nod ules to Al-stress. In addition, 
A.ra/Jid()psis miR393 and its target AFB3 (another auxin receptor) 
is a unique N-responsive node that regul (ltes auxin response 
and controls root system architecture (lateral root formation) in 
response to N availability (Vidal et al., 2010). Though AFB3 has 
not been validated as miR393 target in legumes, \ve fo und AFB3 
orthologs from soybean (Gmax19g27280) and from common 
bean (Phvul.OOlG087000) with putative miR393 oinding sites 
within their coding region. Diminished nitrogenase activity 
in Alt common bean nodules would result in low N content, 
something that may regulate the expression oí miR393 as 
observed. 

Common oean roots and nodules under Alt íor short and long 
periods showed up-regulation of miR170 and the corresponding 
down-regulation of its target SCL (transcription fuetor). The 
miR170/SCL node has been involved the gibberellin signaling 
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pathway. Gibberellins promote cell elongation involved in root 
growth (Inada et al., 2000) and regulate lateral root formation 
through interactions with auxins and other hormones (Gou et al., 
2010). InAllium sativum root tip cells the presence of gibberellins 
has be en related with the restoration of lipid peroxidation and 
genotoxicity by metals such as cadmium (Celik et al., 2(08). 
In nodules gibberellins biosynthesis is up-regulated during later 
stages of nodulation, these are required for proper mature nodule 
structure (Hayashi et al., 2014). We propose that the role of 
miRI70/SCL and gibberellin signaling is relevant for the response 
of common bean roots/nodules to Al-stressed and it may be 
related to the regulation of characteristic responses such as root 
growth and lipid peroxidation. Notable, miR170 was not reported 
as Alt -responsive in wild soybean or M. truncatula roots (Chen 
et al., 2012; Zeng et al., 2012), thus indicating that its regulatory 
role is rather specific to mature nodule structure/function in 
common bean and maybe in other legumes. 

We observed that miR398 was down-regulated and its target 
gene CSD was up-regulated in common bean roots and nodules 
under Alt for short and long periods. Similar response for 
miR398 was observed for M. truncatula and rice roots (Figure 6). 
miRNA398 was the first miRNA described as oxidative stress 
responsive in plants (Sunkar et al., 2006). Oxidative stress 
generated upon exposure to toxic concentrations of metals like 
copper (Cu), suppresses Arabidopsis miR398 expression that is 
essential for the accumulation of CSDl and CSD2 required 
for detoxification of ROS (Sunkar et al., 2006). In common 
bean miR398/CSDl node responds to oxidative stress and high 
ROS production resulting from Cu toxicity and from biotic 
interactions (Naya et al., 2014). It is known that Alt generates 
oxidative stress and ROS production in plants (Yamamoto et al., 
2001 ; Kochian et al., 2005; Navascués et al., 2011 ), here we 
evidenced ROS increase and lipoperoxidation in Alt common 
bean nodules; therefore the role of miR398/CSD in Al-stress 
seems to be part of the response to oxidative stress generated by 
different stimuli in most plant species. 

Data presented in this work form a basis for further 
analysis leading to demonstration of specific roles of candidate 
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3.2 Toxicidad por Cobre en plantas de frijol en simbiosis con rhizobia 

3.2.1 Características fenotípicas. 

Además del análisis en las respuestas de las plantas de frijol al aluminio, se 

estudiaron las respuestas al cobre de  plantas de frijol noduladas. Como ya se 

mencionó,  la toxicidad por  este metal afecta significativamente  el crecimiento y la 

forma de la raíz así como la nodulación (Minnich et al. 1987). En especial nos 

interesó analizar si la respuesta de los nódulos de frijol en cuanto a la expresión de 

miRNAs ante la toxicidad por Al es común en nódulos de plantas sometidas a  

toxicidad por Cu o si se trata de respuestas diferentes o específicas. 

Para el análisis comparativo de la toxicidad por Al o Cu en plantas de frijol 

noduladas, se utilizaron sistemas experimentales similares que incluyen el sistema 

de crecimiento hidropónico utilizado para el análisis de toxicidad por Al incluido en 

el tema 3.1 y reportado en Mendoza-Soto et al. (2015). En resumen, para analizar 

la toxicidad por Cu, se inocularon las plántulas de frijol con Rhizobium tropici y se 

crecieron en el sistema hidropónico por 10d cuando ya se observan nódulos 

funcionales, se procedió a la exposición a toxicidad por Cu. 

  

Con base en trabajos anteriores sobre toxicidad por Cu (Cuypers et al. 2002, 2005), 

se probaron distintas concentraciones de Cu (CuSO4) 50 µM, 70 µM  y 100 µM), 

para evaluar el nivel de estrés que provoca cada una de ellas en las plantas de frijol 

noduladas. Se aplicó a las plantas noduladas las diferentes  concentraciones  

elevadas de Cu,   durante 7 días, ya que nos interesaba conocer las respuestas de 

las plantas a este estrés a largo plazo. Así, de la misma manera que para Alt, 

analizamos el efecto de Cu elevado en la fijación de nitrógeno de plantas con 

nódulos maduros.   Se evaluaron parámetros fenotípicos como crecimiento radical,  

peso fresco y seco de raíz, y área foliar. Los resultados se muestran en las Figuras 

3 y 4. 
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En las plantas expuestas a una concentración de 50 µM, hubo una disminución del 

peso fresco de la raíz (60%) (Fig 3a), una disminución en el peso seco de la raíz 

(54%) (Fig 3b), una disminución en la longitud de la raíz (29%) (Fig 3c) y una 

disminución en el área foliar (21%) (Fig 3d). 

En las plantas expuestas a una concentración de 70 µM, hubo una disminución del 

peso fresco (50%) (Fig 3a), una disminución del peso seco de la raíz (41%) (Fig 3b), 

una disminución en la longitud de la raíz (9%) (Fig 3c) y una disminución del área 

foliar (20%) (Fig 3d). 

En las plantas expuestas a una concentración de 100 µM, hubo una disminución del 

peso fresco de la raíz (57%) (Fig 3a), una disminución del peso seco de la raíz (54%) 

%) (Fig 3b), una disminución en la longitud de la raíz (14%) (Fig 3c) y una 

disminución del área foliar (23%)(Fig 3d). 

Además las hojas de las plantas expuestas a las tres condiciones de CuSO4 

presentaron clorosis (Fig 4). 

Se evaluó la expresión del gen marcador APX (Ascorbato peroxidasa), el cual ha 

sido reportado como un gen inducido por toxicidad por metales como Cobre. 

(Cuypers et al. 1999, Cheng-Ri  et al. 2009, Smeets et al. 2009). Hubo una inducción 

de este gen en las plantas expuestas a las tres concentraciones, comparadas con 

la planta control (Fig 3e). 
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Figura 3. Medición de características fenotípicas y expresión del gen marcador APX en raíces de plantas de frijol 

 inoculadas expuestas a diferentes concentraciones de Cobre (CuSO4). a) Longitud de Raíz (cm) b) Peso fresco de raíz (g)  

c) Peso seco de raíz (g) n=10 d) Área foliar (cm2)  e) Expresión del gen marcador APX (Ascorbato Peroxidasa). 

 Los valores mostrados son el promedio ±ES de diez réplicas de diferentes grupos de plantas Se utilizó la prueba estadística  

t-Student para analizar las diferencias significativas en cada parámetro entres las plantas estresadas vs las plantas control.  

 

a) c) 

b) d) 
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Figura 4. Clorosis presentada en hojas de plantas de frijol expuestas a distintas condiciones de CuSO4.  

 

Se midió la actividad de la enzima  nitrogenasa, se presentó una disminución de la 

actividad de esta enzima en las plantas expuestas a Cu 50 uM (42.5%), comparadas 

con las plantas Control (Figura 5), lo cual demuestra que el estrés por toxicidad por 

cobre afecta la fijación simbiótica de Nitrógeno. 

 

Figura 5. Actividad de la enzima Nitrogenasa en plantas de frijol noduladas expuestas a toxicidad por Cobre (CuSO4 50 µM). 

 Los valores mostrados son el promedio ±ES de diez réplicas de diferentes grupos de plantas Se utilizó la prueba estadística  

t-Student para analizar las diferencias significativas en cada parámetro entres las plantas estresadas vs las plantas control.  
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Observando estos resultados pudimos determinar que la concentración 50 µM de 

CuSO4  es adecuada para los análisis de expresión de miRNAs en respuesta a 

toxicidad por Cobre, ya que es la concentración mínima con la cual se presentaron 

cambios fenotípicos de hojas y raíz, presentando una disminución en la longitud de 

raíz del 29% y una disminución en el área foliar del 21%. También las plantas 

expuestas a esta concentración mostraron un aumento en la expresión del gen 

marcador APX.  

Considerando estos factores principales como indicadores de estrés por toxicidad 

de Cu se verificó si estas plantas expuestas a la concentración de 50 µM  también 

presentaban cambios metabólicos a nivel de la actividad de la enzima nitrogenasa 

como un indicativo de un daño en  los nódulos. Los resultados obtenidos muestran 

una notable disminución del 43%, confirmando así que la concentración 50 µM de 

CuSO4 si es la adecuada para los análisis moleculares en plantas de frijol crecidas 

en el sistema hidropónico.    

3.2.2 Perfil de expresión de miRNAs 

El perfil de expresión de miRNAs de nódulos expuestos a toxicidad por Cu se llevó 

a cabo con la misma metodología utilizada para el análisis de toxicidad por aluminio, 

incluido en el tema 3.1 y reportado en Mendoza-Soto et al. (2015). Este análisis se 

basa en la hibridación de miRNA-macroarrays con muestras de RNAs de nódulos, 

enriquecidas en RNAs pequeños, marcadas radiactivamente.  El RNA se aisló de 

nódulos maduros de plantas de frijol  expuestas durante 7 días a toxicidad por Cu 

(50 M). En la tabla 1 se muestra el nivel de expresión normalizada detectada para 

cada uno de los miRNAs. 
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Tabla 1. Expresión de miRNAs en nódulos de plantas de frijol expuestas a condiciones de toxicidad por cobre 

en comparación con condiciones control. Los valores representan los cocientes normalizados de cada miRNA 

(estrés:control). Se utilizó la prueba estadística t-Student.  

 

Expression level 

miRNA 
Expression 

P-value 
Ratio (± SE) 

miR 164 6.89 ± 0.10 0.00012 
miR396 6.22 ± 0.05 6.85 E-05 
miR 170 4.75 ± 0.32 0.00040 
miR395 3.55 ± 0.13 0.01035 
miR390 2.74 ± 0.19 0.00396 
miR393 2.42 ± 0.06 0.00084 
miR 166 2.39 ± 0.33 0.00378 
miR 160 2.18±0.18 0.01279 
miR 162 1.55 ± 0.08 0.01528 
miR 172 1.53 ± 0.17 0.01572 
miR 168 1.29 ±0.03 0.00101 

pvu-miR159.2 3.12 ± 0.27 0.00121 
pvu-miR1511 2.80 ± 0.04 0.00067 
pvu-miR1509 2.68 ± 0.04 0.00014 
pvu-miR 2118 2.62 ± 0.03 0.00075 
gma-miR1534 1.98 ± 0.03 0.00183 

miR 169 -5.00 ± 0.008 5.41 E-05 
miR408 -4.16 ±0.003 0.00019 
miR 157 -3.57 ± 0.007 2.06 E-05 
miR398 -1.61 ±0.04 0.03510 
miR 165 -1.51 ± 0.08 0.00996 
miR319 -1.44 ±0.11 0.00350 
miR 156 -1.25 ± 0.04 0.02773 

pvu-miR2119 -2.43 ±0.01 0.00933 
gma-miR1521 -2.43 ±0.01 0.00933 
mtr-miR2586 -2.00 ±0.009 0.04209 
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Se observó una inducción en los miRNAs conservados: miR160, miR162, miR164, 

miR166, miR168, miR170, miR172, miR390, miR393, miR395, miR396. Respecto a 

los miRNAs de frijol se observaron inducidos pvu-miR159.2, pvu-miR1509, pvu-

miR1511, pvu-miR2118 y de soya el gma-miR1534 (Tabla 1). Siendo miR164, 

miR170, miR396, pvu-miR159.2, pvu-miR1511 y pvu-miR2118 los que presentaron 

los niveles de expresión más altos. 

En cuanto a los miRNAs reprimidos, se detectaron los miRNAs conservados 

miR165, miR156, miR157, miR169, miR319, miR398 y miR408. En cuanto a los de 

leguminosas, de frijol se observó una represión de pvu-miR2119, de soya el gma-

miR1521 y  mtr-miR2586 de Medicago truncatula (Tabla 1). Siendo miR157, 

miR169, miR408, pvu-miR2119 y gma-miR1521 los que presentaron los niveles más 

bajos de expresión. 

Para validar los resultados obtenidos de los miRNA-macroarrays se utilizaron las 

técnicas de Northern Blot y qRT-PCR para determinar los niveles de expresión de 

los miRNAs maduros. Se eligieron algunos de los miRNAs que presentaron niveles 

diferenciales altos, tanto de inducción como de represión.  

Para el analizar los   miRNAs seleccionados por medio de Northern blot, el RNA 

total se aisló y posteriormente fue separado por electroforesis en geles de 

poliacrilamida y transferido a membranas para ser hibridadas con  oligonucleótidos 

sintéticos específicos (complementarios) para cada miRNA como sondas 

radiactivas. La intensidad de la señal en cada hibridación se cuantificó mediante 

ImageQuant 5.2 software (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). U6 snRNA fue 

usado como control de carga y para la normalización de la intensidad de la señal. 

Se utilizó el promedio de la intensidad de señal normalizada para obtener los 

cocientes de expresión (estrés:control) de los miRNAs candidatos como 

responsivos a estrés.  .  
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Los miRNAs elegidos para el análisis por medio de Northern Blot fueron miR164, 

miR170, miR396, y pvu-miR1511 los cuales presentaron una inducción en 

respuesta a toxicidad por Cu. Además se eligió a miR157 y miR159.2 para validar 

la represión encontrada en los miRNA-macroarrays.  

Los resultados obtenidos en los Northern Blots se muestran  en la Figura 5.  

 

Figura 5. Análisis de miRNAs seleccionados por medio de Northern blot, de nódulos de plantas de frijol crecidas bajo 

condiciones control (C) o condiciones de toxicidad por cobre (Cut). La detección de snRNA U6 fue utilizado como control 

de carga de la muestra. El cociente de la intensidad de la señal de las bandas de hibridación de cada miRNA (estrés:control) 

se indica debajo de cada carril.  
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Observando los resultados obtenidos por medio de los análisis Northern Blot, el 

patrón de expresión obtenido en los miRNA-macroarrays fue confirmado para cada 

uno de los miRNAs analizados. Sin embargo aunque si se observó una tendencia 

similar en cuanto a inducción o disminución en toxicidad por cobre, hubieron 

variaciones en los valores del cociente de expresión obtenido en los macroarrays 

comparados con los obtenidos por medio del análisis Northern Blot. Esta diferencia 

puede ser atribuida a las diferentes sensibilidades de ambos métodos. 

  

También utilizamos el método de qRT-PCR como otra alternativa que tiene una 

mayor sensibilidad para la validación de la expresión de miRNAS obtenidos en el 

experimento de miRNA-macroarray (Tabla 1). Para el análisis de qRT-PCR se utilizó 

la metodología y los oligonucleótidos específicos, ya reportados en Mendoza-Soto 

et al. (2015). Los miRNAs elegidos para el análisis por medio de qRT-PCR fueron 

miR164, miR170, miR393, miR396, pvu-miR1511, los cuales presentaron una 

inducción, así como miR157, miR169 y miR398 que presentaron una represión en 

el análisis realizado por medio de miRNA-macroarray. En la tabla 2 se pueden 

observar los niveles de expresión obtenidos mediante esta técnica, datos que 

complementan la validación de los miRNAs analizados mismos que conservan la 

tendencia inicialmente observada en los miRNA-macroarrays. Para estos miRNAs 

seleccionados se determinó también el nivel del transcrito de su gene blanco. En 

cada caso se observó una relación inversa, es decir, se presentó una represión del 

mRNA blanco cuando el miRNA se indujo, y una inducción en el mRNA blanco 

cuando el miRNA disminuyó (Tabla 2). La Tabla 2 muestra también los resultados 

anteriormente reportados de respuesta a aluminio (Mendoza-Soto et al. 2015).  

Además, en este análisis  se incluyó  la expresión de los miRNAs y genes blanco 

seleccionados en nódulos de plantas de frijol expuestas a toxicidad por manganeso 

(Mn). Esto nos permite evaluar si las plantas de frijol expuestas a manganeso tienen 
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una respuesta similar a diferentes metales o es exclusiva de toxicidad a cobre o 

aluminio, en relación a la expresión diferencial de miRNAS. La condición de 

toxicidad por Mn en frijol creciendo en sistemas hidropónicos se reportó 

anteriormente (Valdés-López et al. 2010). Los resultados obtenidos se muestran en 

la Tabla 2.  

 

Tabla 2. Expresión de miRNAs seleccionados y sus respectivos RNAm blancos en nódulos de plantas de frijol crecidas 

bajo condiciones control (Ctr) o condiciones de toxicidad por metales -. Toxicidad por Al (Alt), toxicidad por Cu (Cut) o 

toxicidad por manganeso (Mnt). Cada metal fue añadido 12 dpi durante 7 días. Cada valor representa el cociente  de 

expresión normalizado (estrés:control) dado por el promedio de tres réplicas biológicas. Para cocientes menores de 1, se 

estimó el inverso del cociente y se cambió el signo. NAC1: NAM/ATAF/CUC transcription factor; SCL: SCARECROW-

like protein; TIR1: transport inhibitor response 1-like protein; GRL1: growth-regulating factor 1; SP1L: SPIRAL-like 

protein 1; SPL: SQUAMOSA promoter-binding protein-like; HAP2: heme-activator protein transcription factor; CSD1: 

Cu/Zn superoxide dismutase 
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Respecto a la generalidad de la expresión en los nódulos de las plantas expuestas 

a los demás metales analizados, se observó la misma tendencia respecto al Al, en 

cuanto al aumento y represión en la mayoría de los casos, con excepción de 

miR169. Para el miR169 se observó que en el caso de toxicidad por Mn, este miRNA 

presentó una inducción a diferencia de la exposición a Al (resultados previamente 

reportados) y Cu, en los cuales se presentó una represión. Este es  el único miRNA 

que presentó una respuesta opuesta en el caso de uno de los metales. 

Aunque los demás miRNAs conservaron la tendencia entre los distintos metales, sí 

se observa una diferencia en cuanto a los niveles, tanto de inducción como de 

represión. En este sentido la diferencia más representativa se observa en el caso 

de miR164 que muestra el nivel más alto en Alt y en del miR398 que presenta una 

disminución, menos representativa en el caso de Alt en comparación de la respuesta 

observada en Cut y Mnt. 

 

3.3  Caracterización de miRNAs de frijol que responden a toxicidad por metales. 

3.3.1 pvu-miR1511 

Tomando en cuenta los resultados observados en el estudio de toxicidad por Al 

(Mendoza-Soto et al. 2015), Cu y Mn, consideramos como uno de los miRNAs más 

interesantes para continuar su análisis, al pvu-miR1511 ya que presenta una 

inducción elevada en respuesta a los tres metales analizados. Lo anterior se 

observó utilizando las tres técnicas de cuantificación de expresión (miRNA-

macroarray, Northern blot y qRT-PCR). Además este miRNA es específico de 

leguminosas (Arenas Huertero et al.; 2009) por lo cual podría tener una función en 

el proceso de fijación de nitrógeno. 

Para observar la expresión específica en los nódulos se realizó la técnica de 

hibridación in situ para la cual los nódulos maduros de frijol fueron procesados 
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según Boualem et al. (2008). Se utilizaron oligonucleótidos modificados LNA 

(Exiqon) complementarios a pvu-miR1511 y a miR167, utilizando este último como 

control positivo. Para el marcaje de las sondas se utilizó la técnica de marcaje de 

extremos 3’OH con DIG para poder visualizar su hibridación en el microscopio. 

Se observó  la localización específica de pvu-miR1511 en la zona de infección del 

nódulo y en la zona central de haces vasculares (Fig 6) comprobando espacialmente 

la localización de este miRNA en nódulos maduros de frijol. 

 

Figura 6. Expresión de pvu-miR1511 en cortes transversales de nódulos maduros de frijol.  Mir167 fue utilizado como 

control positivo y C- es el control negativo para lo cual se utilizó la misma técnica, con el marcaje de un miRNA sintético 

no presente en plantas.  
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En trabajos anteriores se propuso al RNAm del gen 60S Ribosomal protein como el 

gene blanco del miR1511 de soya, lo cual se ha comprobado mediante degradoma 

y 5´RACE (Song et al. 2011; Luo et al. 2012), Para frijol el blanco para pvu-miR1511 

que se propuso mediante análisis bioinformático fue el RNAm del gen SP1L1-related 

protein (Plant-specific microtubule-localized protein) (Arenas-Huertero et al. 2009).  

El análisis realizado anteriormente sobre la expresión del miR1511 y SP1L1, su  

blanco propuesto (Tabla 2) mostró una relación inversa en cuanto a la expresión de 

ambos, en los nódulos de plantas expuestos a las toxicidades por metales.  Para 

determinar si el RNAm del gen 60S Ribosomal protein también podría ser 

considerado como un blanco  en frijol, se cuantificaron los niveles de RNAm en las 

plantas anteriormente analizadas buscando una correlación inversa con la 

expresión de pvu-miR1511. Este análisis se llevó a cabo en plantas crecidas en 

condiciones control así como en las diferentes toxicidades por metales 

anteriormente analizadas. Los datos presentados en la Figura 7 indican el cociente 

de expresión de  las plantas estresadas respecto a las plantas control.  

No se encontró correlación en cuanto a la expresión de pvu-miR1511 y el RNAm 

60S Ribosomal protein en ninguna de las condiciones de toxicidad por metales en 

nódulos de frijol,  por lo cual no se propone como un blanco para este miRNA en 

frijol, a diferencia de lo que ocurre en soya. 
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Figura 7. Expresión del RNAm correspondiente al gen 60S Ribosomal protein en nódulos de plantas de frijol crecidas bajo 

condiciones de toxicidad por metales. Toxicidad por Al (Alt), toxicidad por Cu (Cut) o toxicidad por manganeso (Mnt). 

Cada metal fue añadido 12 dpi durante 7 días. Estos valores fueron comparados respecto a la expresión de nódulos de plantas 

crecidas en condiciones control. Cada valor representa el cociente  de expresión normalizado (estrés:control) dado por el 

promedio de tres réplicas biológicas. 

 

Para determinar la función de este miRNA en los nódulos de plantas de frijol se 

realizó una construcción genética para su sobreexpresión utilizando el vector pTDT 

el cual contiene la proteína roja fluorescente como gen reportero. Se clonó la 

secuencia correspondiente al precursor de Gmax-miR1511 ya que la secuencia del 

miRNA maduro es homóloga en frijol, río abajo del promotor constitutivo y fuerte 

35SCaMV (Fig. 8). 
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Con esta construcción genética se generaron plantas compuestas, con el sistema 

radical transformado y el aéreo no transformado (Estrada-Navarrete et al. 2007). 

Para la transformación de las plantas, se utilizó la cepa Agrobacterium rhizogenes 

K599 que contenía el vector vacío o el pTDT OE-1511 (Fig. 8). Las plantas 

compuestas seleccionadas fueron crecidas bajo condiciones de crecimiento control 

en macetas con vermiculita y regadas con solución nutritiva B&D (Broughton and 

Dilworth; 1971). 

 

 

 

Figura 8. Construcción genética para la sobreexpresión de Gma-miR1511. 

Se cuantificaron los niveles de expresión de pvu-miR1511 y del RNAm blanco 

SP1L1, en ambos grupos de plantas transformadas, es decir, en las que contenían 

el vector vacío y en las que contenían la construcción para la sobreexpresión (pTDT 

OE-1511). Este análisis se realizó en nódulos y raíces mediante la técnica de qRT-

PCR. 

Las plantas transformadas con la cepa con pTDT OE-1511 mostraron niveles  altos 

en comparación con las plantas transformadas con la cepa con el vector vacío. Este 
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patrón se observó en ambos órganos, tanto en raíces como en nódulos, 

confirmando la sobreexpresión del miRNA (Fig. 9).  

 

Figura 9. Expresión de pvu-miR1511 y del RNAm de SP1L en raíces y nódulos de plantas de frijol transformadas crecidas 

en condiciones normales. Cada valor representa el cociente  de expresión normalizado (OE1511: VECTOR VACIO) dado 

por el promedio de diez réplicas biológicas.  

Además, estas plantas presentaron en los niveles de expresión de SP1L, una 

relación inversa respecto a los niveles del miRNA (Fig. 9), por lo cual éste es un 

candidato importante para ser el blanco de este miRNA. 



67 
 
 

 

 

Para determinar alguna función de este pvu-miR1511, el cual se ha visto inducido 

ante condiciones de estrés por toxicidad de metales (Tabla 2), se analizó el fenotipo 

de este órgano en las plantas sobreexpresantes comparadas con las plantas control 

(vector vacío). 

El tamaño de los nódulos se observó visiblemente distinto, mostrando un menor 

tamaño los nódulos de las plantas sobreexpresantes, por lo tanto también 

presentaron un menor peso seco. En cuanto a la coloración, los nódulos de las 

plantas control mostraron un color más blanco en comparación con el tono rosado 

presente en las sobreexpresantes (Fig. 10). 

 

  

Figura 10. Fenotipo de nódulos de plantas sobreexpresantes y control. A) Nódulos de plantas control las cuales contienen 

el vector vacío. B) Nódulos de plantas sobreexpresantes, las cuales contienen vector con OE 1511. C) Actividad de la enzima 

nitrogenasa. n=10 
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Buscando una correlación del color presentado en las plantas OE1511 con la 

funcionalidad de los nódulos, se midió la actividad de la enzima nitrogenasa. Los 

nódulos eficientes son rosas debido a la presencia  de la leghemoglobina, la cual 

controla el flujo de oxígeno a la bacteria (Lambers et al. 2008). Las plantas 

sobreexpresantes presentaron una mayor actividad de la enzima nitrogenasa (Fig. 

10), por lo cual son más eficientes comparados con los nódulos de las plantas 

control. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, pvu-miR1511 causa efectos en los nódulos 

de frijol, tanto en tamaño como en funcionalidad por lo que este miRNA podría tener 

un papel importante en este órgano. 

3.3.2. MiR398 

Se participó en la caracterización de este miR398 en plantas de frijol, 

específicamente en la respuesta ante toxicidad y deficiencia de cobre. En este 

trabajo Naya et al. (2014), validó al RNAm de Nod19 como un gen blanco nuevo en 

el cual ejerce su acción miR398. Mediante el análisis de expresión de miR398b y 

sus genes blanco CSD1 y Nod19, en raíces, nódulos y hojas de frijol, se comprobó  

el importante papel que tiene este miRNA en la homeostasis de Cu. En las plantas 

expuestas a toxicidad por Cu, la expresión de miR398b disminuye y Nod19 y CSD1, 

que participa en la detoxificación de especies reactivas de oxígeno (ROS), 

presentaron un aumento en su expresión. En las plantas expuestas a deficiencia de 

cobre, se observó una regulación opuesta, es decir, un aumento en miR398b y un 

nivel más bajo de CSD1 lo cual permite utilizar el escaso cobre disponible en 

proteínas esenciales que contienen cobre. Estos resultados se pueden observar en 

el anexo. 
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4. Discusión  

La fijación simbiótica de nitrógeno y la producción del cultivo de frijol son afectadas 

por la toxicidad por metales como Al y Cu, siendo el primero el que más afecta a 

esta leguminosa ya que se encuentra en altas cantidades en los suelos ácidos, en 

los cuales crece el frijol (Graham et al. 2003). En este trabajo analizamos la 

respuesta de raíces y nódulos maduros de plantas de frijol inoculadas con rhizobia 

y expuestas a toxicidad por Al, así como la respuesta de las raíces en plantas 

fertilizadas con nitrógeno  

El principal efecto observado en las plantas de frijol expuestas a Alt fue una 

disminución en la longitud de raíz. Este efecto es observado aún a tiempos cortos 

de exposición al estrés, encontrando una disminución de 2 cm de longitud en la raíz 

principal (Mendoza-Soto et al., 2015 Fig 1). Este resultado coincide con estudios 

previos en frijol en los cuales se ha señalado que la zona de transición y elongación 

de la raíz son los blancos principales de Alt lo cual promueve una rápida inhibición 

de la elongación de la raíz (Rangel et al., 2007; Yang et al., 2009). Después de un 

periodo largo  (7 días) de exposición a Alt se observó una disminución notable en la 

longitud de raíz tanto en las raíces inoculadas como en las fertilizadas, siendo más 

evidente en las plantas inoculadas, lo cual confirma estudios previos en los cuales 

se propone que las leguminosas noduladas son más sensibles a toxicidad por 

metales como Al y Mn, que las plantas fertilizadas con N (Hungria y Vargas, 2000).  

Los nódulos de las plantas de frijol expuestas a Alt mostraron una actividad de la  

nitrogenasa  reducida, en el caso de las expuestas a 7 días disminuyó un 50%, 

mientras que en las expuestas a 24 hrs disminuyó un 40%  (Mendoza-Soto et al. 

2015; Fig .2), esto indica el daño directo del exceso de Alt en el proceso de la fijación 

simbiótica de nitrógeno, acumulación que fue evidente en la zona de infección de 

nódulos maduros (Mendoza-Soto et al., 2015 Fig. 3). Generalmente las bacterias 

bajo un exceso de Al utilizan los sistemas de transporte de Fe para la toma de Al, lo 
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cual interfiere con la captura de Fe, el cual es un micronutriente esencial requerido 

para la actividad de la nitrogenasa en rhizobia. (Davis et al. 1971, Rogers et al. 

2001). Especies como  Sinorhizobium meliloti y Bradyrhizobium creciendo en 

condiciones ex planta son extremadamente sensibles al Al debido a los efectos en 

las actividades enzimáticas para la reducción de nitrato y nitrito, nitrogenasa y toma 

de hidrogenasa (Arora et al., 2010). Además una alta concentración de Al en un 

medio de cultivo ácido, precipita este elemento como  Al2(PO4)3 lo cual reduce la 

disponibilidad de fósforo. Una disminución en la concentración de fósforo se ha 

asociado con una actividad disminuida de la nitrogenasa (Schulze et al. 2011). 

Las raíces inoculadas estresadas mostraron síntomas como acumulación de Al en 

el ápice radical, así como acumulación de ROS, callosa y lipoperoxidación 

(Mendoza et al. 2015; Fig 3). La acumulación de la callosa y H2O2 (ROS) fue 

colocalizada en la zona de elongación de la raíz similar a lo observado en maíz 

(Jones et al., 2006). Esta co-localización coincide con la explosión de ROS con un 

incremento en el Ca2+ citoplasmático, lo cual promueve la activación de la enzima 

callosa sintetasa (Jones et al., 2006) 

Las plantas expuestas a Alt inducen la acumulación de callosa y promueven que la 

membrana y la pared celular se vuelvan más rígidas; proponemos que esta rigidez 

podría funcionar como una barrera protectora contra la toma continua del Al en 

nódulos y raíces. 

En el caso de las plantas expuestas a Cobre, también presentaron una disminución 

en la longitud de raíz lo cual ha sido observado en estudios anteriores en frijol y 

otras plantas (Cuypers et al. 2002; Marschner, 2011; Sheldon A. y Menzies NW; 

2004). Una de las diferencias evidentes comparadas con las plantas expuestas a 

Alt, fue la disminución del área foliar (Fig. 3), además de la presencia de clorosis 

(Fig. 4). Este fenómeno se ha relacionado con el efecto directo que tiene los iones 

de Cu en la fotosíntesis, en específico en la estructura de las membranas de los 



71 
 
 

 

 

tilacoides debido a la peroxidación y estrés oxidativo, dando como resultado una 

ineficiencia en la fotosíntesis, ya que este cambio de estructura en los cloroplastos 

lleva a un efecto en el transporte de electrones así como la pérdida en la actividad 

fotoquímica en los fotosistemas I y II (Caspi et al. 1999; Mysliwa-Kurdziel et al. 

2004). Por otro lado el Cu también inhibe la acumulación de la clorofila, removiendo 

el Mg de la misma de ambos complejos antena y centros de reacción, dañando así 

la estructura y función de la clorofila (Küpper et al. 2003). En Brassica pekinensis 

se ha reportado una reducción considerable del contenido de clorofila después de 

6 días de exposición a toxicidad por Cu (Xiong et al. 2006).  

Los nódulos de plantas expuestas a Cut también presentaron una fijación de 

nitrógeno disminuida de más de un 50% (Fig. 5). En soya, se ha atribuido este efecto 

en la actividad de la nitrogenasa a la alteración de la síntesis de la leghemoglobina 

y una proliferación limitada de bacteroides.  

La disminución en la fijación de nitrógeno y de la leghemoglobina es debido a una 

disminución de Fe, tal como sucede en el caso del Al, como resultado de una 

competencia (Younis, 2007). Este efecto no se observa en respuesta  a todos los 

metales ya que se ha observado que el cadmio (Cd) aplicado a una concentración 

de 100 µM no causa efecto en la actividad de la nitrogenasa, lo cual se atribuye a 

una resistencia en la cepa Rhizobium leguminosarum biovar viciae ante toxicidad 

por metales como Cd (El-Enany y Abd-Alla; 1995). 

En cuanto a la identificación de miRNAs responsivos a metales, este es un primer 

paso para desentrañar su papel como reguladores globales relevantes para la 

adaptación de los tejidos de plantas y defensa a este estrés abiótico. Identificamos 

28 miRNAs que responden a Alt y 26 que responden a Cut en nódulos maduros de 

frijol (Tabla 1).  

Algunos de los miRNAS responsivos fueron validados por medio de las técnicas de 

Northern Blot y qRT-PCR. Esta última incluyó el análisis de la expresión de ocho 
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miRNAs en nódulos expuestos a toxicidad por Mnt, además de los nódulos 

expuestos a Cut y Alt (Tabla 2). La expresión de los miRNAs predichos mostró la 

tendencia esperada basada en los resultados obtenidos en el miRNA-macroarray; 

esta tendencia se observó en los análisis con ambas técnicas (Fig. 5; Tabla 2) 

aunque los cocientes mostraron variaciones, esto fue debido a la diferente 

sensibilidad de cada método utilizado para la validación. Además la expresión de 

los RNAm blanco predichos mostró la relación inversa esperada entre el miRNA y 

el blanco (Tabla 2). 

Los resultados mostraron una respuesta similar en los miRNAS y sus RNAm blanco 

en los tres tipos de estrés por diferentes metales, con excepción de miR169 que 

mostró una inducción en los nódulos de plantas expuestos a Mnt comparado con la 

represión observada en Alt y Cut. 

El miRNA que mostró mayor inducción en los nódulos de frijol sometidos a Alt, Cut 

y Mnt fue el miR164. Este miRNA y su correspondiente blanco, el RNAm NAC1, se 

han evaluado  en Medicago truncatula  mostrando una alta expresión de NAC1 en 

los nódulos simbióticos y la sobreexpresión de miR164 conduce a una reducción en 

el número de nódulos (D'Haeseleer et al. 2011). Sin embargo, este miRNA se 

reportó como disminuido en raíces de soya estresadas por Al y en plántulas de 

Medicago estresadas por Hg (Zeng et al. 2012, Zhou et al. 2012), lo que indica la 

posibilidad de un papel diferente  de este miRNA y su factor de transcripción blanco 

NAC1 en la respuesta de los nódulos de frijol a la toxicidad por metales. En 

Arabidopsis, NAC1 suprime la señalización de auxinas, afectando el crecimiento de 

la raíz (Guo et al., 2005). Las auxinas han sido implicadas en la mediación de 

señales de nitrógeno; sus niveles en las raíces se regula dependiendo del estatus 

en cuanto a la disponibilidad o contenido de nitrógeno de la planta (Kiba et al. 2011). 

La disminución de la actividad de la nitrogenasa detectado en plantas de frijol 

noduladas estresadas por Alt y Cut (Mendoza-Soto et al. 2015 Fig 1; Fig. 5)  
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conduciría a un bajo contenido de N, por lo que proponemos que la regulación de 

NAC1 mediada por miR164 puede modificar la señalización de auxinas en relación 

con el estado reducido de nitrógeno en nódulos de frijol estresados. 

El miR396 mostró una inducción en su expresión y su blanco, el factor de 

transcripción GRF, una disminución en los nódulos de frijol expuestos a Cut, Alt y 

Mnt. GRF está involucrado en el control de la proliferación celular durante el 

desarrollo de hojas (Rodriguez et al. 2010). Este miRNA conservado, también es 

inducido en raíces de soya (Zeng et al. 2012) pero reprimido en ápices radicales de 

M. truncatula (Chen et al. 2012) bajo toxicidad por Al. La regulación contrastante de 

miR396/GRF en estas leguminosas podría estar relacionada con los diferentes tipos 

de nódulos. M. truncatula forma nódulos indeterminados los cuales tienen un 

meristemo persistente y su meristemo apical produce continuamente nuevas 

células, quizás con la participación de GRF, mientras que en soya y en frijol se 

forman nódulos determinados. En los nódulos de frijol estresados por metales, GRF 

podría participar en el recambio de células dañadas por el estrés. 

En los nódulos de frijol estresados por metales, miR398 y miR169, mostraron una 

disminución en su expresión mientras que sus respectivos blancos, la enzima CSD 

y el factor de transcripción HAP2, fueron inducidos (Tabla 2). La acumulación de 

ROS (H2O2) y por lo tanto un estado de estrés oxidativo fue evidente en los nódulos 

de frijol expuestos a Alt (Mendoza-Soto et al. 2015, Fig. 3).  

La enzima CSD cataliza la dismutación del superóxido en peróxido de hidrógeno; el 

aumento de la concentración y por lo tanto de la actividad de esta enzima, 

provocado por la represión de miR398, es de suma importancia  para aliviar la 

acumulación de ROS tóxicas como un mecanismo de defensa primario ante el 

estrés por toxicidad de metales (Sunkar et al. 2007, Mendoza-Soto et al. 2012).  
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El miR169 responde tanto a estreses abióticos, tales como la sequía y la salinidad 

(Zhao et al., 2007, 2009), y al estrés biótico, como P. syringae pv. tomato en 

Arabidopsis (Zhang et al., 2011) y Fusarium virguliforme en soya (Radwan et al. 

2011). Es posible que este miRNA también responda a una alta acumulación de 

ROS  generada por varios tipos de estrés incluyendo la toxicidad de metales. 

En este trabajo, caracterizamos la respuesta de nódulos de frijol ante estrés por Alt 

e identificamos miRNAs responsivos a Alt y a otros metales como Cut y Mnt, 

comparamos su expresión relativa con la de sus RNAm blanco; los cuales podrían 

tener un papel importante en el mantenimiento o función de los nódulos bajo estrés 

por metales. 

Un miRNA candidato importante es el pvu-miR1511 el cual es específico de 

leguminosas (Song et al. 2011, Peláez et al. 2012), el cual en soya no presenta 

cambios en su expresión en raíces estresadas por Alt pero si presentó una inducción 

en nódulos de frijol expuestos a toxicidad por metales (Tabla 2), por lo cual se 

analizó más profundamente haciendo uso de genética reversa por medio de la 

generación plantas compuestas. 

Determinamos  que el posible blanco de este miRNA es SP1L, ya que además de 

encontrar una relación inversa en los niveles de éste respecto a pvu-miR1511 en 

los nódulos de las plantas expuestas a distintas toxicidades de metales, también se 

observó el mismo comportamiento en cuanto a esta relación en la expresión, en las 

plantas transformadas para la sobreexpresión de este miRNA.  

En Arabidopsis se ha estudiado la familia de genes SPIRAL (SPR), a la cual 

pertenece SP1L, se les ha atribuido la función del control direccional de la 

elongación celular (Furutani et al. 2000). Gracias a la caracterización de mutantes 

de genes de esta familia se ha relacionado que este control de la elongación celular 

se lleva a cabo mediante procesos dependientes de microtúbulos, controlando de 
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esta manera la elongación y expansión celular anisotrópicamente (Furutani et al. 

2000; Nakajima et al. 2004).  

Las plantas sobreexpresantes de SPR1 presentan un aumento en la elongación 

celular por lo cual esta proteína se considera como uno de los elementos 

importantes en la regulación celular (Nakajima et al. 2004). 

Las auxinas son hormonas que se han relacionado con la estimulación de la 

elongación celular y aunque no se han descrito los detalles moleculares de cómo 

los genes SPR1 actúan en esta regulación celular, las auxinas podrían tener un 

papel importante en este proceso. La actividad de la enzima nitrogenasa en las 

plantas sobreexpresantes de pvu-miR1511 presentaron un aumento. Como se ha 

comentado anteriormente, las auxinas han sido implicadas en la mediación de 

señales de nitrógeno (Kiba et al. 2011); si hubiese una alteración en los niveles de 

auxinas, aún sin la disminución de la actividad de la nitrogenasa provocada por 

algún estrés, esta alteración podría estar enviando una señal para un aumento en 

la actividad de la nitrogenasa en los nódulos de las plantas sobreexpresantes de 

pvu-miR1511 (Fig. 10). Para determinar si esto ocurriese se tendrían que medir los 

niveles de auxinas en estas plantas de frijol que sobreexpresan miR1511 y 

compararlos con las plantas control; de esta forma se podría analizar si las auxinas 

pudieran tener una relación con la regulación de este miRNA.  

La diferencia en el tamaño de los nódulos (Fig. 10) podría deberse también a una 

alteración en los niveles de esta hormona. 

Si bien hay algunos estudios que comprueban la función en cuanto a la regulación 

de la expansión y elongación celular de algunos de los genes de esta familia de 

genes SPR, aún hay varias proteínas de este grupo que tienen función desconocida 

por lo cual SP1L podría ser un candidato para profundizar más sobre su función en 

los nódulos de frijol y en específico en la respuesta a toxicidad por metales. 
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Los datos aquí presentados brindan una base para análisis posteriores que 

conduzcan a la demostración de las funciones específicas de los miRNAs 

candidatos de nódulos de frijol utilizando enfoques genéticos o biotecnológicos. 

 

5. Conclusiones  

 Las plantas de frijol noduladas expuestas a toxicidad por aluminio presentan 

alteraciones fisiológicas en comparación con las plantas control. Entre las 

alteraciones observadas destacan la lipoperoxidación, acumulación de ROS, 

acumulación de callosa y muerte celular, en raíces y nódulos de esta 

leguminosa. 

 Mir164, miR170, miR393, miR396, pvu-miR1511 presentan un aumento en 

su expresión en los nódulos de plantas de frijol expuestas a toxicidad por los 

metales Al, Cu y Mn.  

 Mir157 y miR398 presentan una disminución en su expresión en los nódulos 

de plantas de frijol expuestas a toxicidad por los metales Al, Cu y Mn. 

 Las plantas sobreexpresantes de pvu-miR1511 presentaron una 

disminución del RNAm del gen SP1L1, lo cual sugiere que este sería el 

blanco para este miRNA en las raíces y nódulos de plantas de frijol. 

 Las plantas sobreexpresantes de pvu-miR1511 mostraron una disminución 

en la actividad de la nitrogenasa, así como una disminución en el tamaño de 

los nódulos, sugiriendo que este miRNA tiene un papel importante en la 

función de este órgano en plantas de frijol. 

 

6. Perspectivas 

 Análisis de plantas silenciadas para el miRNA pvu-miR1511 por medio de la  

técnica “mimicry” (Franzo-Zorrilla et al. 2007) en la cual se inserta una 

secuencia capaz de secuestrar a pvu-miR1511 maduro, siendo éste un 
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mecanismo para inhibir la actividad del miRNA, obteniendo como resultado 

un “silenciamiento” del miRNA. Este análisis se realizará a nivel de fenotipo 

y de expresión. 

 Comprobación que el RNAm del gen SP1L1 es el blanco de pvu-miR1511, 

por medio de la validación mediante el ensayo 5´RACE, el cual nos permite 

identificar el sitio de corte realizado por el miRNA. 

 Análisis microscópico de las raíces y los nódulos de las plantas 

transformadas para determinar si existe un fenotipo característico de estas 

plantas y así poder determinar la función de pvu-miR1511. 

 Análisis de la expresión y el fenotipo de plantas transformadas con OEprec-

pvu-miR1511 expuestas a toxicidad por Al y Cu. 
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Figure 1. Common bean targtrt genes far m1Rl98. (A) Nod/9 
9- strUClure Mcording 10 ¡he P. VUlgof is genome sequence V. I .O 
(www.phytozome.net). Exon le(Jions are indicated with salmon-colored 
boxes and ¡ntrans wilh black Unes. The experimental validatioo of 
miR398 cJeavage si l!! was performed using a modified 5' RLM-RACE 
assay. Nod/9 predicted ta rget sil!! is shown base-palred 10 miR398b; 
vertical lines indicat!! Watson-üick base-pail and a space indica tes a 
mismatch. The ilrlOW aboye {he Nod/9 mRNA indicates ¡he number of 
¡ndependem ,Iones {ha! mapped ¡he sil!! of deavage 10 tha! posilion. 
(8) Selected cl5-elements idemified in lhe p,omoter regions of esOI 
and Nodl9 genes by PlantPan too sequence analysis, Bo~es for 
tranKription factors DNA-binding are mown, th~ were color-cooed as 
indicated. 
doi: 1 O.1371f}OUmal.pone.0084416.g001 

reported ror o ther (moll(lC()t and dicot) planu Sllch a, Arahidopsis. 
rice, tomato. pea and ~ acutffolill$ [35}. In a<kl icion w Ihe 
~gulation of .H/N/9 during noclulalion, JI j, jnduced in response: w 
,¡.t.rCS5 5uch as high ligln or drouglll 5l.reSSC:S in Arahidopsis [36J and 
trcatment wilh Bruchin B. a lipid-dcri\"«I inscct eticiwr, in pea 
pods [35J. On chis basis, it has bec:n proposed thm ~ l tN]9-likc 

proteins thal bdong 10 Ihe Stress Up- Regubtcd NoduJi n 19 
(SURNodI9) r.."lmily (Prolem Families Datab.1SC of Alignrnenu a¡ld 
HM~ IS, pf:un.s..1nb'Cr.ac.uk/ ) play important roles in pbnt stress 
n:SpollSC:S [35]. To our koowledb'e MtNI9-likc lranscripu have 
onl)" been proposecl as mi R398 target in soyhean [lO]. bUI not in 
M . Inll/mJula or other plants. In Ihis work we prcscnt evidence or 
Ihe miR398b-m«liated regulation of NiXl/9, togecher Wilh CSlJ/ , 
in common bean planlS under ahio tic and hiotic stress condilions. 

-Ill(~ \<l lid.lúon of comlllon bean es])/ and NQl/19 as llliR39Bh 
larg.:t5 supporlS theír post-Irnnscr ipt ional regulmion hy th is 
miRNA. Ho,,"cver 10 gain in ,;iglu i]}lO lhe lranscl'ipl iollal 
T!,;b" ,bt ion or 1hese b'Cnel we "nal )7ed thcir promOlcr sequcnccs 
(2 kb upSlream from Ihe iniliaüon codon) ",it h onlinc Ihm l'an 
lOO] (hup://plalllpan,mbc.nClll.l:du. tw/ index.php). Figllre 111 dc
picu sclected árelernents idelll ified in the CSDI ~l1d .No<l/9 
prOlllOlcn. In e;Jse ofCSD! promoter (hree "'OOx sile¡ for \VK RY 
tI"olnscription factor DNA-hinding and one ASF- l (abiolic and 
biotic Slress dilre~ntially stimulated) sito: we~ found. f\ SF- l site is 
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Figure 2. Expression pattern of mlR398 and target genes eS01 
and Nod19 1n tl ssulls from (o mmon be. n pl. nts unde, ( oppttr 
d. fiden( y (euD) or eopper lOxleit)' (CuT). (A) mi R198 leveb in 
roots. nodules and leaves of planls grown unda control (CJ Of st re ss 
(CuO Of Cun conditiolU were detecte<! by Northan bIot analysis using 
U6mRNA as Ioading control. Signal inlensity of the hybridizal ion bands 
was caJculaled and the eKpfes'ioÍon ratio (stress:conllol) was oblained. 
Relative expression of (8) miRl9f!b (blue) and of (e ) la,gel genes eso1 
(grHn) and Nod19 (red) in roon. nodules and leaves of plants grown 
undel CuO (lighl coIors) or CuT (dark roIors) /15 delamined by qRT-PCR. 
Values _,e normalized to me value 'rom lhe C condi tion that was set 
to 1 as indicaled wilh a dashed lineo Values represen! !he avaage ... SO 
flom three bioIogical replicales. 
doi:1 0.1 171rJOUmal.pone.0084416.9002 

aCl iva ted by salieylic acid [37] whilo: WRKY Irnll;¡criplion r..1C1on 
aetiv3le trnnscription of specifk gcnes rno:diated by thi, ph)·cohor
mono: [3B}. T he NiXll9 promOler contained an ERDl (early 
ro:spon.si\"C 10 dchydration) sitc. Therc arc 5("\'cr:ll OT -l and ~ I YB 

rccognit ion ;;ites in OOth pl'omoters, T he OT -l cis-eJemenl 
imeraeh ",ilh OT -l -like tr:mscriplÍon fhelOr lmd i.s l'equ ired fur 
lhe induelion of pathogen or NaCI-stro:ss respon~i\'e genes in 
Arahidop,;i, a lld soybe~n [39J. T r.11hcriplion factors fl'úm the 
¡",IY13 supcr-r..llllily are invoJl'cd in ditT~ren! plan! processcs sueh ¡U 

dc"elopment, SCCOnd.11y Illetaholism and also in response to 
Slresses such ;JS sah and exob'Cnous ~pplieation of ¡\HA L40J . On 
lh is basis. wc can propose lhat. in llddil ion to ,he post
transcriptional regulat ion by miR398. in comnlon he~n CSD/ 
and ,NixJ/9 gene e:<pression mib'hl be reb'llbl~-d by Slrcss·rcsponsi"c 
lranscr iplion r..'lCtOI>. 
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Response of miR398b and its target genes to copper 
stresses 

Cu + 2 is an essential redox-active micronutrictU for plant 
nutriLion. lL panicipates as CaLalyt.ic col:1ctor in mulliplc mctabolic 
p,1thways, but it can become toxic <lt high concentrat iollS both for 
pl<lllts <llld <lnimah. Plants posses several medu nj¡ms to fi ndy 
control Cn hOll1coswsis [41] 

Cu concentr;uions in non-cont<lmin<lt~-d soils <lnd sedimenlS <lre 
IISlillUy low: 20-30 ppm or<1 ~"I [42,43J. Hum<ln <lctivities such 
as mming, L1nd ~pplic<ltion of sewage sludge, and discharge of 
untre<lted urb<ln <lnd industrial residues, It-d to widespread soil 
comamin;JIion wilh Cu. For example, EI-Nennah el al. [44] 
reponed 25-fold incre<lse in Cu coment in soils that had bee.n 
irrig;lIt-d by sewage efllucnts for prolonged periods (25--47 ye<lrs). 
Cu le\'els in soi l as high as 100-fold increased (2ü OO ppm) from 
normal levels have bt~n recordcd in mining areas and in the 
vicinily ofCu smdu:rs [42] _ Such high Cu concentF.ltions are toxic 
and result in ddeleriollo elfeclS Ih;)1 reduce plam growl h ;)nd crop 
produClivity. DeflCiency or 10'" Cu bioavailability in soil also 
alft'C.ts plant produ<:tivity and reduce, Ihe nutritional value of 
erops, lhu, ~,ffecting human food. For example, CI! soil 
concentration of 0.7 -- 2.5 ppm led to abnonnal growlh of 
Douglas li r pbnt;; in lhe Nelherlands [45]. 

T he role of miR398 in Cu homeost,1;;is has been previously 
descrihed for Arabidopsis ;)nd other plant;; [ 16,26]. In this \\ork we 
asscsscd ",hetlu.;r common l)l;;)n miR398h has a simibr role. \Ve 
analyzed miR398h and targct genes (CSDI aad }iiJdJ 9) expression 
in beml plant;; under Cu IOxicity (CuT) or Cu ddiciency (CuD) as 
comp"red tO control plants growing in nutricnt sufflClency. I'or 
growlh of common hean plants in control and ,tress conditions we 
used a hydqlonic system previously described [5]. For CuT 
condilion the pbnt solution eontained 70 ~"'I CuSQ.¡, equivalent 
10 70-fold increase as compared to lhe Cu level in control 
condition; while Cu-dcprived media was used for CuD cond ilion. 
Similar Cu Ievels ¡uve been reponed for Cu toxicity slUdies in 
common heall expauding Ieaves or seedlings [46,47J. T he Cu-fold 
increasc uscd for CuT is similar 10 tha! rep0l1ed in Cu
contamia<lted ooils [42j. "["he Slress induced by each u"C<ltment 
was conlirmt-d by the observalion of charaCleristic visual 
sym¡l1oms ami by tlle induClion of marker ¡,'l;nes Lhat was veriflCd 
in eaeh experiment. For plants under CuT treatment the 
expl"Cssion of lhe y'loso/ic Ascorbalt I'troxidast (A/~r, 

Phvu1.Ol1 G07l300) marker gene ['~8] was determined and FSD 
(l'hvul.007G 135400. 1) CXprcSSioll [4 1 J IVas determined for CuD 
planlS. PlantlelS adapted 10 hydroPOllic growth condi lions "'ere 
inoculaled with RJIi;:.ohiu/II tropici, when funcliOlul nodules were 
fOllned L5J, conu'ol plants were kept growing in nutrient-full 
media, or cb;lIlged 10 CuT 01' GuD media. t\fler 7 days the roolS, 
nodules and le<lves from control or slressed plants were h;uvested 
for gene expl"Cssion analysis (Hg. 2). \Ve used the Northern blot 
~pproncb \O determine the miR 398 expression in roO!, nodldes 
alld leaves of Cu·stresst-d and cOlllrol bean pl<lllti. A miR398h 
probe W<lS used for blol hybridizalion bUl the signals observed 
mighl reneCI the comhined levels of mi R398b and miR39Sa 
isofonm ",hose sequencc only differs m 2 nucleotides [7]. Similar 
l"Csult;; were obwined for the tluee lissues anal)~¿ed (Hg. 2A). In 
CuD tre<ltment the mi R398 level increased in roolS, nodules alld 
leal'es as compared 10 levels from control pl<lnts, wbereas it was 
ahnosl undetecwble in aU the CuT-treated tismes (Fig. 2:\). \Ve 
used the qRT-I'C R ~pproach ~nd a miR398h specific primer, as 
allolher, more sensitive, altemmi\'e melhod for lhe l'alicLlIion of 
lhe expression p,lttern of l1li R398h in control vs. Cu-stressed 
lissues (Fig. 2B). :\5 comp;ued 10 control conditions, in CII D the 
miR398b level;; were increased ~a 7.5- 6- and 'L5-fold in root, 
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nodules and ¡e"ves, respt'C.tiv.-;ly , ",hile IIH..")' ",ere almosl negligible 
in CuT plants (Hg. 2B). T hollgh a simibr tendency, up- or down
rq,'l.'¡ation, ",as observed in the m'O mclhods used, lhere was a 
,·"ri~lion among exprt'Ssion ralios (Gu-Stressl control) ealculated 
from Northern blols ;)S eompared tO Ihose fronl q RT-PCR 
analyses (Fig. 'lA and B). T his could be ~tlributable lO dilferent 
sensitivitics of lhe two methods and also dilfereLl1 speciflCity smee 
in Nortllelll blol analysis we are deleClin!; miR39Sa/b isofOllns. 
The Iramcripl levels ofthe CSDJ "nd NQ/1I9 targel genes in roolS, 
nodules and Ieaves from control and Cu-stressed plants were 
determined by q RT-PC R (Hg. 2C). T he expl"Cssion ofboth targct 
¡;enes showl..-d a nc¡,'mive Cürrdalion with rn iR398b cxprcssiOIl in 
:111 the tissucs ~nd in hoth stres, condilions (Fig_ 2C). As comp:lred 
10 control conditions, esDI :lnd NOO19 expressioll levels ",ere 
decrea:;t;d in ClID-slressed rOOlS, nodules and leaves, thus 
indiC:ll ing the miR398h-indllced mRNA largel deav~b>e (Fig. 
2C). Where~ls , an evident IIp-regulation of targel genes was 
observed in CuT slressed lissues, exccpl for }/OOJ9 in teaves (Fig 
2q. 

T he rapid increase in ROS concentra tion io ca lled "'oxidalive 
hurst"'; this is betler ch;tracterized when produced as a defense 
response 10 pathogen attaa though il also occurs in response to 
.. bioti<: stresses sueh :lS lllltrient loxicily I derlCioóncy, drought , hea! 
Slress and melal toxicily [49,50]. Under CuT ROS are produccd 
by amoxidmion and Fcnton re<lction [5 1]. Sghcrri et al. [52J 
reported the analysis of the early productioll -from 15 min to 6 h
of aclivaled oxygen species in roo t :llx¡plast of ",heat following Cu 
excess. Also, GlIypers.-;t al. ['18] analF-cd the ROS prodllction ~nd 
mel;)bolic response of P. l1IlgariJ leaves during eady sWb>es -up 10 
48 h- of exposure to high Cu. In Lhis ",ork we analyzed the 
response of rniR398h and ilS tarb'f:l genes tO Ihe oxidal ive burSl 
resuhing from exposure of common bean roots tO higll Cu (l'ig. 3). 
Plants were b'l"own in hydroponic syslem with nutrlelll solution 
conw inmg 70 ~M CuSO~ and roolS were har.:estt-d from O to 
48 h after u-eatmcnl. ROS content in root tips IVas analyzed aftl;r 
2',7'- dichlonxlihrd rolluorescein diaceL1te (H2DC F-DA) incuba
lion and subsequently obser..ed by lIuorescellCC microscopy. A 
signilicam increase in lIuorescellCC imensity was obsen'ed 12 h, 2'~ 

ami 48 h after Cu exposurc, showing ~ 10-fold l)Cak m 12 h 
(Fig. 3:\). T he mm,cripI levels of mi R39Bb ~nd its t:lrgets ",e¡-e 
allal}".ted by q RT-I'C R. "!lIC !cvd of mature miR39flb sho",ed a 
signilicam (!ccrcase al 48 h after Cu application (Fig. 3Il). 
!\'liR398b dillerential expression inverse.ly correl,lled ",ilh thal of 
its wrgcl genes. A ca . 2-fold mcrcase in esDJ Iranscript was 
detected after 24 h and 48 h in CuT and a minor increase (ca. 1.5-
fold) W<lS detecled fo!' Nodl9 transcript (Hg. 3C). 

We conclude Ih,u mi R398b is invol\'ed in common be;)n Cu 
hotm:ostasis, simibr to ",ha! is known for olher p];¡nts [ 16,26]. 
CuT slress is ascribed 10 stimubted gencr<ltion of ROS thal 
modify the antioxidant derense and dicit oxidati"c stress, bolh at 
bte and early (oxidative hurst) swges of mela! exposure [48,52,53]. 
T he suppression of miR398b expression in comlllon bcan roolS, 
nodules ami Iea"cs at long period of GuT and in rooti at earl)' 
SWb'CS is important fol' the increase of CSDJ tran:;t;r ipl (E b"S' 2 ~JI(I 
3) re;;uhing in the ~cellmlllalion oflhis en7.yrne imponant for ROS 
detoxiflcation ;tnd oxidative slress lo!er~rnce. NodJ91ranscripI was 
sl ight1y incre~;;o:d rn~inly in rOO1s and nodulcs aHer long Cu 
exposnre (Fig. 2), snggeSl ing Ihallhis prolein ma)' pb)' a role in Ihe 
oxidative stress response of COtnmon bean: however ¡ti fUllction 
has nO! been dcscribed. 

Gn is ~n essenti:ll element in plams, when limited in soils it 
provokes s)'mptoms thal alfeCI Ihe yield and nll1ritÍünal value of 
crops. [t panicipates as a redox catalytic cofaclOr in multiple 
proleins induding cylochromc r oxidase, CSD and I'C . While 
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figure 3. Reactive oxygen species (ROS) contllnt and expreso 
sion pattern of miR398 and target genes eso, ¡lIld Nod19 in 
roots exposed to high eu (CuT). Mea5urements were done al ¡nitia) 
time lO h) aOO after 12, 24 and 48 h of high Cu (70 IlM (uS04 ) 

application. (A) Histological (f1uoreKence) deted:ioo of ROS iKcumula
tion in CuT st res~ rOOl tips using 2',7'- djchlorodihydrofluore~ein 

díacetate (HlOCF-DA). The values in p<I'l!nlhesis indicate lhe average 
imegrated fl uoreKence intensity per uní! area of roO! ti ssue ~SD. 
AstefÍsk: Student's t test, P:s.O.05. Relative expression. de termine<! by 
qfU-PCfI.. of lB) miR398b (blue) and of (e) ¡argel genes esol (gre@n)and 
Nod19 (red) in CuT'st res~ roots at the indicated time point s. Values 
~re normalized to the value from ¡he C condilion thal was set to 1 as 
indicated with a dashed line. Values represent the average ::!: SO from 
three biological replicates. 
doi: 10. 1 371/joumal.pone.00S44 16.9003 

CSDs are di,pensahle for ROS d.:toxification sinc.: (hey can be 
n:placed by FSD" PC is essentjal for Ihe phOtOSylllhetie dectron 
fiow in higher plams [26]. In Arabidopsis miR398 increases in Cu
stan.'a tion and it is in\"olved in Ihe mechanism 10 regulale Cu
oont::lining pr01eins [26,54); our dala indicale lhal a similar 
mechanism holds for Cu-depriw:d common bean plant s. The 
levels 0 1" miR398 highly increased in rOOlS, nodules and Ieaves 01" 
CuD bean pbn¡;; lend 10 \'el)' lo\\" le",:1 of eSD' (F"ig. 2) Ihal would 
priorilize {he deli"ery of limi{t"d CU (O PC. 

Over-expression of miR398 in composite plants 
T he s!Udy of transgenic pbn¡;; with o\'er-expression or 

innctivalion of miRNA has allowt"d lO "'<lin insighl or 10 
demonstra{e Ihe regulmory functions ol" specilic mi RNAs. For 
examplc, Li el al. [55) reponed lhe study ofArabidopsis lra n:;genic 
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plams o\,er-expres,ing miR398b, miR lGOa, miR773 or miR l58n 
Ihnlled 10 demonstrate lhe role of these mi RNAs in the re"'l.da tion 
of pa{hogen-a;;socialed molecular pallem-Lriggcred plam inn3Lc 
immllll ily. 

In this work we aimed tO modulale lhe expr<::ssion ofmi R398b 
{O fllnher sludv (he role of Ihis miRNA in camrnon OCan. In 
comraSI lO Arahidopsi" cornmon bean and other lcgumes are nOI 
nmenable tO sl.1bl<:: genel ic transformation, and hence, prolocols 
for high-throughput genera{ion of lransgenic legume planl'S are 
nOl available. T he eftident prolocol for Agrobillterium rhi:ogtll/lS
mediat<::cl ocan tr.lilsfonn:ilion lO gen<::rale ·'colllposil<:: pbnl~·' 

wilh Iransgenic roo¡;; and un-Iransformed aerial org-.ms has oc"en 
used as an ahernalÍl'e for slable transformation in common bean 
alld o{her I"ecalcitram specics [6,561. In thj¡ work we aimed lO use 
Litis prolocol in canjun<:tion Wilh con;¡trucl'S ror over-expn_'SS ioll or 
in:lct i"mion of miR398b. For miR398 in:lCliv:ltion we propos(:d lO 
use lhe t:lrgct mimicT)· sl r;Hegy [5i). Th<:: MIM398 cons truct, \Vith 
ft·4 ([PSI) hackbonc, ",as dcsiglled to ~,;\"c risc LO mimier)" 
transcr ipl, Ihat ;;peci ficall)" lr:lp mature miR398 lhu;; hindering 
miR398 nCli \~ty. T he OE39B construcl conwined Ihe 35SCaMV 
promoter fused lO Ihe miR398c precursor from ,\1. /'lInea/ula . BOlh 
construc¡;; as well as Ihe control, emply vcctor (EY), hal'': {he 
ldTomalo (red fiuor<::sc<::nt prmein, RFP) reporter gene. FiNt, {he 
corre<:t plant cell e.xpression of the Iransgenes from each construct 
was tesled in _NicoliMa hOllluuniatla !caves previously infiltraled wilh 
Agrobaclmum lrunrfocit:lls LBA4404 hearing Lile .::orresponding 
plasmid. Aner \"crifying Lhe lransgene exprcs,ion (dma nOL , ho,,"ll) 
each plasrnid ",as imroduced into tÍ rIri.togmu K599 and used for 
common bean gen<::tic \r¡msfOTTll:llion and generalÍon of COlllposile 
plams [56). 

A s:l1i,f:lclOry tran;;forrnalion frequency rO - 80%) ",as 
ob{ained ",ilh EY or OE398 plasmids. Howel'er wiLll i\Hi\B98 
plasmid, an uncxpe.::ted lo", Iransforrnation frt"(luct¡.:;y (~20%) wa, 
obt:lint-.:l repcaledly in at least fou r indep.!ndcm cxpcrimcms. 
Besid<::s, ~ ' mong plants that developcd hairy rool$ aftcr A. rhi:og(ll($ 
/ MIM 398 infeclion only a few Iransgenie rOOIS expr<::ssed RFP 
indicating dúninished co-Iransformation wi{h Mli\1398 binary 
vector. T hi, problem ",as nO! ohsel"ved for otha MIM construct 
lesled by our grol1p at lbe same lime nor have bt"en reported by 
olher groups. \Ve h}po{hesize {ha{ lhe MIM inaClivalion of 
miR398 could al1\.-.::t Ihe interaoion / infection of Ihe A. r/¡j::.ognl/lS 
pmhogcn or cOll ld imerfcre ",ilh roOl devclopme!U, or both (as 
discussed hclow). 

W.: fo llowed the allalysis of common hean cotllposite plan ts 
showing mi R398h over-expression. Throughou{ this work we 
ohl:lined sc\'eral composile planlS \Vith Ir'1lI5gt;nic rool, hearing 
EV or 01:.398 constructo 1:..1<:h transgenic roo{ resul\;; frotll a 
dilferen{ Iran,forrnm..ion evt;!lL and Lhereforc cach individual root 
m:ly ,ho,," a dilfercnt (kgrec of miR398 overcxpres;;ion. T nbl<:: 1 
i1IUSlr:ItCS this phenomenon; lhe miR398 nOrtnalized expr<::ssion of 
four represcmali"c individual OE398 {ransgenic roo¡;; from 
dilferent composÍle plants valíes from 3- {O 9-fold as compared 
10 expression in EV control rOO15. The miR398 ov<::rexpression 
values correl.lle ",ilb decreased expression of CSDI largel gen<:: in 
OE398 transgenie roots ( r abie 1). These resulls indicate Ihal {he 
M . tronca/ula mi R398c precursor from the OE398 conSlruc{ is 
highly lranser ibed and ad ... '<jualely processc<l in common bean 
lran,g<::nic roolS. Increascd ¡r:"'5Cripl lcvd;; were ,.J.50 ol>;;<::r\"ed in 
nooules of OE398 camposite pbnt$ inocula ted wÍlh R. Impido 
Howc\'er, nooulation and nitro~,'enase aClivÍ!y (dc lcnnint"d by 
acelylcnc reduction ::os;;ay) was , imibr in OE398 :lnd in EV 
inocubled composile pbms thus indicaling thar Ihe ol-'er
expression of miR398b had no cff ... "Ct in {be bean-rhizobi~ 

symbiosis. 
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Table 10 Expression of miR398 and CSOI in individual OE398 
transgenic roots. 

Expre»ion ratio iOE398fEVl 

.... IR398 eSDI 

H" 02' 

H~ " O" 
H'" " O'" 
H" " 0.41 

Northem blot anaiy,i, wa, perfo<med us¡ng 'peóf", probes; lJ6 ,nRN/\ wa, 
use<:! as Ioad¡ng control Signal intcn,ity of the hybridiution bands wa, 
delCfmined and Ihe miR398 o. CSDI exp,,,,,,,,n rat", in 0E398 as comp;!,ed to 
control (EV) individual transgenic: roor. w.s OOMined. 
doi:l0.1371/jou,nal.pone_0084416_tOOl 

\Ve performed n comp:w..otive annlysis of composi!t: bean plants 
showing mi R398b overoexpression 1lS, EV compos i{e plants grown 
in nUlriem sullicient (control, C) or in CuO cond i{ ions, fOl" 7 days. 
This expenment would aUow knowing if rni R398b over-expression 
is obstrved only in C growth conditions (rabie 1) 01' also in CuD 
Iransgenic 1'0015 and if such aheration in miRNA expression would 
resuh in a much lo"'er leve! of it;; targe! genes. Results are shown 
in Figure 4; miR398b, CSDI and Nod/9 {ransuip{ levds were 
determined by q RT-I'CR from individual transgenic rool5 derived 
from biological replicates of composi{e planlS. In C condi{ion, lbe 
OE398 eomposÍle pl:ull shO\",:<I a 3-fold miR398 over-cxpression 
(Fig. 4A). In ab'Teement wilh data pres<:ntc::d in Fíg. 2 for un
Iransformed plant;;, in CuO condi{ion lhe EV eomposile plant 
showed a hib<ll endogenous miR398h induetion (Fig. '~A) and a 
con;;equO:Il1 decreas<: in CSD! and Nod!9 Iranscripr I .. : ... cls (Fig. 4B). 
Howo:\'o:r lho: CuD-slres;;o:d OE398 composito: plam showo:d ~ 

mueh hib'¡ler miR398 tr~nseripl k\'d, inlerpreted as the eomhi
narion of o\'er-exprt:1;sion and CuO response (fig. 4A), Conse
quently, a \'0:1)' low ~lmosl undetecrabk levcJ of CSD! ~nd .N'rxif9 
tr;mscrip{ were obS<:f\'ed in CuD·stro:ssed O E398 common bean 
(Fig. 4B). \Ve lhen ~ r.ked iflhe ~lmosl negligihle leve! of CSDI and 
NODl9 from O E393 u-~nSb'Cnic roo{s would a[[eel the pl~nt 

response {O CuD stress. For such phenOI}pic ~nalysis of EV \~. 
OE398 lransgenic root;; from campos i{e pl~nts we de{ermined 
~mhocyanin coment and Ihe regulalion of {he expression of e uD 
responsive genes: FSD, a high affinily C u u-ans]"'Orlers (COPT) and 
~ fernc-chelale reductase (FRO). An incre~se in anthocyanin 
contents was ohser\'ed in {he ero",n of the roOl of hOlh EV and 
OE398 CuO stressed ]llanl5 (Fíg. 4C). The aecumulation of 
amhocy~nin pignwnts in vegetalive ti,;sue;; i;; a hallmark of plant 
srr~s [58). :\ var iO:ly of nutrienl deficiencies in planrs are 
eharaelerized by lhe accumulalion of flavonoids, nOL'ible red/ 
purple eolored amhocyanins, litis has been weH eharaelerized in 
tom:1I0 leaves [59]. As mentioned bt:fore, in higher pbnts Ihe 
"l>undam CSD is rep laced by (he Fe counterp;Lrt (FSO) upon Cu 
limitalion, aHowing pbnts lO economize Cu ",hen scaree, for 
essenlia l ehloroplasl ic PC (41). In "b'ft:o:menl, EV eommon hean 
roo{S from pl;Lnts under Cu D showed FSD indllction (Fig. 40), 
The consef\'ed CTR gene famil )" encoding high affinity Cu 
lransporters (COI'7) plays essential roles in Cn acquisi{ion wheu 
Ihis mo:tal is lirnited; in t\r.,bidopsis sev<:ral membns oflhis r,ltnily 
(composed by 5 genes) aro: indueed UlJOIl Cu staf\'ation [41 ,60].:\ 
common bean corr gene (Phl'ul.OIIG06C1400) was slightly up
regulated in EV {ransgenic roo{S subjeeted {O CuO (t'ig. 40 ). T be 
FRO genes encocle fol' ferric-chdate reduetas<: lhat is re(luired in 
mOSI plants to acquire Fe, b)" releasing Fe from organic 
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compounds; sL.,.-eral genes from Ihis ¡;-unil)" are induced upon Fe 
limi{a{iOIl 1.61]. T he enzyme encocled hy :\rahidopsis FR03 gene is 
involved in lhe fl'duCtion of div~knl Cu tO monovalem Cu amI so, 
be side il,; rCb'lllal ion in Fe-ddicieney, ilS expression is c1evato:d in 
Cu-limi{ed root;; and shoot;; [62'1. Wedelennined tlle expression of 
a common bcan FRO gene (P],vuL006GI '~2300) in tl-ansgenic 
roots of eomposire planes under CuO ;;tress and C eondiriOIlS and 
ohscrved an up-regulalion in EV roots (f ig. 4D). In Arahidopsis 
induction of CuO resllons ive b..::nes such as FSD, COPT and H?O 
as wdl as mi R398, is posilive!y regulared by SPL7 that binds 10 
GTAC mOllfs preselll in lhese genes ' promo{ers [27J, similar gene 
regulmion mib<ln he oceuning in common h.;an gi\'ing ris<: to rbe 
expccted up-regul:l1ion response of rhe CuD responsive genes 
analy:ted in EV roots under Cu deficicncy (Fig 4A). Similarly, we 
mea;¡ured lhe tran.scripl leve! of FSD, COPT and FRO in OE398 
roots Hum composite plants grown in control and CuD conditions 
(f·ig. 4D). \Vhen eomparing the CuD responsive gene cxpression 
ratios in EV vs, OE398 rootS a simib r uend was obscrved, albór 
wilb a diminished up-regulation in O E39S compooite plantS 
indicating a decreased CuO gene res¡JOnse in rool5 ", ilb very lo", 
esD! resulring from the miR398 over-expn.>ssion_ \Ve suS!,..::st rhar 
lhe almoS! negligible amoutU of CSDI in CuO transgenic rootS 
o\'er-c"pre,;sing miR398 (Figs. '~A, B) would aUow lO spare more 
Cu for its dclivery ro other essemial Cu-conla ining protóns, as 
compared in EV root;;, under Cu ddiciency. In {bis si{uatíon (he 
OE398 composi le plants ,,"ould be >cnsing less Cu starvalion as 
eompared to l:~V plants and Iheir CuO-b..::ncs response would be 
diminished. 

Response of miR398 and its target genes to symbiotic 
and pathogenic interactions 

Arabidopsis miR398 is regulared during biOlic ineer:letions with 
an <l virulent s{rain of P. .ryringat p\'. tomaro [29). In this work wo: 
asstssed th~ regldation of common bean mi R398b in biotie 
interacrions, eonsidering bOlh a symbiont and a parhogen. Ir has 
been proposed {har plan! symbiosis nnd parhogenesis are 
varÍations on a common lheme [63,6-1-] . The common stra{egics 
Ihal gtl ide ,he interplay berween symbiotic and palhob't:nic plane 
p:trtners indudo:: induc{ioll of enzymes of {he phenylprop.11lOid 
palhway for tllt: synthesi~ of end produCls (fla\'onoids , isoflavo
noids, phyloalo:xins) thal pla)" divo:rse roles in plant-hioric 
illlerac{ions, Ihe hypersensitivo: ro:sponSt: Ihal entails ROS (mainly 
H20 0 prodllClion and indllelion of pcroxiebses as "di as ehangcs 
in rhe intracdlular Ca+2 concentrarion [63,64]. Previo"s works 
have indica{ed {har rhizobi" migh{ bt: recognized as Ílllruders that 
somehow evade 01' overcome (be plant defenst: response [63- 66J. 

a ) lnteractiou with Rhizobium tropici. There is inereasing 
evidence lhat ROS play important roles, perhaps re!a{ed lO 
signaling, in tlle ~tablishment as weU as in {he early and la{er 
sIages of rhe legume-rhi7Á)bia s)"mbiosis [65,66]. lncreasing ~nd 
transient ROS levds hn\'e been delcc{ed as o:arly ~s seconds and 
up {O 3 min after addition of Nocl bclOrs (NF, lipochi{ooligo
saccharidcs signa);; secreled by rhiwbi .. and pereeived b)" leb'llme 
roo{s) in common bean root hairs. T his ro:sponse ><.><:ms to be 
charaelerisdc of Ihe symbiotic imeraetion sinee upon ehi{osan 
fungal elieiror induced a differo:nt responSt: showing suslained 
increasing ROS signal [65]. In M. Inmeatula and ,\01, :l(jlim ROS 
produetíon in infeelion threads, rOOB, and nodules primordia was 
observed from 12 10 60 h afier inocula{ion with Sin~rhi::Qbium 

m~lil~ti or trealrnelll with t\Tf [67,68]. :\ccumulalion of ROS in 
eady symbiosis 51ages depended upon produetiOIl of compatible 
Nf by Iho: bnct<:ria and fimetionall\'f perception by lhe pbm and 
i{ showed a similar panem lO tlle expro:ssion of an early nodulin 
encoding a pcroxidase prolein [68]. 
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Figur. 4. Effect of miR398b ov. r-expression in transgenic roots fro m composite plants grown under CuCo Compo~jte plants Wefl! 
obtained thfOUgh A. rhilOgenes Iransformation with EV o. with 0E398 plasmid. ¡hese Wefe grown in con trol (suffident nut, ient) condilíon {el o. in 
(uD stress condition. (A ) Relative expression of miR39Sb (~ue) <lnd of (B) t<l rgel genes CSOI (9re!!n) and Nodl9 (red) dete rmined by qRT-PCR; values 
.vere nOfmalize<l lo Ihe valu!! f,om Ihe EV foots gfown in Ihe e condition thal was se! lo 1. (e l Anthocyanin cOfltents in 1001 crown of composite 
plants. (O) Expression ratio ((uD:() of (opper-st ress respomive genes: Fe superoxide dismulase (FSD, yelJow), high affinily (u Iransporler (COPT, 
purple) and ferrie chel~te red\.ICtase (FRO, brown). Values represent the ilverage :!: SD from three biologk~1 replicates , 
doi: 10. 1 371/journaLpone.OO844 16.gOO4 

On lhis basis, we lloalyzed the l'egulation of mi R398b and it;; 
larb'!;l b'Cncs in lhc cady Slages of Ihe cornrnoo bean-rhim[¡ia 
symbiosis. Plants were inOClllaled ",ilh l{1¡izobium tropiá CIAT 899 
and ineuhated in hydropon ic syslem up lO 48 h and l'OOLS were 
harvesled al dif[erClll lime poiot 10 check lhe ROS producúoo as 
weU as 10 anaJ>~¿e miR398b and target genes expression (l'ig. 5). 
Quanti fication of H 2DCf -DA/ ROS (Jllorcscent complcxes iodi
cllted significant ROS accumuLnion in roots al e\'el)' time point 
allaJyzcd. ROS content increaS<.-.:I ca. 10-fold al 3 h to 12 h post
inocubtion and il <:k'(;re~sed :11 24 h ~nd 48 h lO ca. 5-fold as 
compared 10 beall b..l sal k'vels found in bean roots prior \O 

l'hizobia inoculmion (Hg. 5A). u vcJ, of mallU"e mi R398h 
decre;)sed ;)1 e~rly swges R, tmpid inocubtion up 10 w. 40% al 
48 h (Hg. 58). Consequently, an increase of target genes 
lrao,;cripls was deleclcd with ~ m~xirnurn of 3-rold ror CSDI 
~nd 2-fold for Nod!9 ~I 48 h poSI ioocul;uion (l'ig. 5C). Resuhs 
suggested Ihm miR 398b repress ion is important \O incre~se CSDI 
~od Nadl9 COfllcm Jnd lhe:;.; oould pby imponmn roles rOl' ROS 
reb"lJ:uion in Iht: oommon he;)n e;)rly response lO rhimbia 
inocub úOIl 

b ) lnt~raction witb Scl~rotinia .. clerotiorwn. T he plant;; 
defense respon.t: 10 P.l1ho~ .. eos invohoe. rapid change. in gent: , 
hormone Jnd metabolite levclSj miRNA. are al50 P.1rt or such 
defenso: mcchani.ms. Several miRNAs "'ere up-rcgulmed whi lc 
olhel'S ,,"ere down-regulaltd in Arabidopsi. Icavcs challenb'Cd ",iTh 
virulem and avirulent I'stlufOlfliJIl1IS :ryrillgM llV. tomato Slrains [69]. 
.\liR398 was lhe firSI miRNA reponl..:1 10 he down-n:gul:lled in 
response 10 biotic stress in Arabidopsis leaves inmlrated wÍ1h 
JviruJent strain 1'. f)'lVlgat pv. torna to DC3000 [29]. In thi, .tudy, 
CSDI targt.:l gene showed incrt;asl..:l!cvd, and lhtrcfore a nebr.lli\"l; 
coITdaúon wíth miR398 [29]. ROS are rapidly produced in plants 
as a dcfense response 10 pathogen attack, a proce.s caUed oxidJlÍve 
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hursl (50]. The inocased eSD l b'cJs ",cre likely lO dt:toxiry ROS 
cau:;.;d by palhOb'Cn i"rl"<:l ion Jnd suppon Ilml rniR398 rnodulalcd 
pathogcn resistance in Arahidopsis. In Ihis work ",e Jsso:sscd 
miR398h rcgulaliOIl in common bcan P.l1hogcnic imcraction, T hi, 
was bJscd 00 Ambidop:;is knowkdgc [29] and al50 in our 
observation of impairmellf of infeclÍoll and haÍl)' 1'001 formation 
when A. ¡Jú::.ogmts with thc MJM398 construct was used. \ Ve 
hypolhesize lhm such imp.lírrnell1 in a palhogenic ínteraction (A 
rni::.ogmes - cornmon beJn) might he related to Ihe role of miR398 
and ils 1a¡-gels. 

ScltrolulÚJ. sduotiomm, aho known as ",hite mold, i;; an 
c<:ooomic~ JJy irnporlam n<::OOlrophic fung~ l palhogeo Wilh a 
hroad hosl range POJ. S. >eltroliomm utilizes comrollcd generalÍon 
of ROS ror succcssrul colonizatiOIl [71 ,72J. CSD, besides iLS role in 
lhe Cu homeoslasis, plays an importJnt role in Ihe detoxification 
of ROS [49J, On this baSI" we tested ifcommon bcan mi R398b 
pla)'$ a role in S. sckrolwmm colonizaúon. 1'. VII~anS is susceptible to 
S. sclerotiomm infection, Ihe characlerisfÍc fWlgal lesion wa:; clearl}' 
observed in fungí colonized Jeaves (l-"ig. 6A). T he accumulation of 
miR398b :lod the t:xprt:ssion of lIS lWO wrgel genes (CSD! and 
NODI9¡ was evaJuated by qRT-PCR in common hcJn leaves 
infccted ,,~(h S. sc!erotiQTUm. T hc Jevel of miR398h was significantly 
rcdllccd io COlnlllon beao le3\'t:s aftcr 48 h of inft:clion wilh S. 
jcltro/iomm (Fig. 6A). In contraSI, cxpressíon of CSD! was up
reb",laled in lhe same iofected k~\"es (l'ig. 6B). Something similar 
"~I S observt:d in Iht: t:xpressÍün of Nf)(1f9. howcvcr, lhe up
rq,,,,lat ion of this geoe upon S. jCltrotiOlll1fl infeclion was lower Ihao 
lhc induCliOll lcvels obSt:rvcd in CSD! (l'ig. 6B), S. $cltratiamlfl can 
iniliaUy suppress hosl oxid",i\'t: bUr51 10 ~Iid infectÍün eSI~blish
mem, hut Ialer pl'Qmotes ROS genera tiOIl JS proliferation 
~dv~nces [73]. T he exprcssion Jl<l11t: rn ofmiR398b ~nd ilS larb'CtS 
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figure 5 . ROS content and IIxprllss ion patte rn of miR398 and 
target genes eSOl and Nod19 in roots inocula t.d with 
Rhizobium tropid. Meilsu rements wefe done al [n¡tial time (O h ) aOO 
3,6. 12, 24 and 48 h after inoculation with R. ttopió. (A) Histolog k:al 
(f1uOfescence) detection of ROS accumulation in inoculated rOOl tips 
using 2',7' - dichlorodihydrofluOH!5Cein diacetilte (H,OCF-DAJ. The 
values in parenthesis indicat!! ¡he average integraled f1uorescence 
imemity pe. uni! afea of rOOl tissue "'SO. Awarisk: Student's t test , 
PS O.05. Relative eKpression. determined by qRT-PCR. of (B) miR398b 
(blue) and of (cl targel genes esol (green) and Nodl9 (red) in 
inoculated roOt5 at the indicated time points. Values were normalized 
to the value from the ( condition th.at was set to 1 as indicated with a 
dastwd line. Values represent the average :t SO from three biological 
replicates. 
doi: 10. 1 371/journaLpone.00844 16.g005 

ob;;er\'ed in Ihis s!Udy (Fig. 6) might rdlC<:1 pan of Ihe plant 
defense respome againsl Ihis fWlgal p~lhogen. 

Our expression analys i. sug¡,oestS the p:o rticipation of miR 398b 
and i15 mrge15 in ¡he infeelion proce.s of S. JCltro/wmm. In order lo 
provc llti" lhe pn;eursor of miR398 w~s transiemJy o\'er-cxprc.s..xI 
in .J\7w/ullla bm/hamiana. uaves inHllraled with Ihe OE398 
con.lmC¡ showed a 3-fold accumulalion of miR398 than non
infillrated infilt rated kavcs -showing hasal aceumulalion of 
endogenons.N benf)mllliana mi R398- 01' leaves inHhrated with EV 
(Fig. 7A). Imerestingly inlillr3led leaves o\'er-expressing miR 398h 
were more sn:;ceptíble 10 S. 5ClnotWT!IIn infenion whieh WJS 
refleCled in size of lesion (Fig. 7B, C). "!lle JCeumu1.1lion of 
miR398b remain~-d 48 h afler S. sdtro/wrum inoculalion in OE398 
inf¡Jlr;¡led lea ves ;¡s compared with non-illOCulal~xI or EV 
inoclllated leaves (Fig. 7 DJ. 

\Ve showed that rni R39B is in\'oked in the eolonization process 
of a symbiont (rhizobia) and of a neerotrophie pathogen. The [lsl 
and drastie inerea;;e in ROS produCtion in common ocan mol> at 

early stages of rhizobia inoculalion is in agr<-'ement wilb whal was 

f>LOS ONE I www_plosone_org 

miR398 in (ommon Sean 

rq)(,rted by Cardenas et al. [65] and by 5.1ntOS el al. [6i] and 
Rant n el :11. [68] for M. bllll((1/ula ~fier rhizobia inoculation or NF 
Ire~lment. This phenomenon has heen referred lO ~s oxidalÍ\'e 
huna, fina cleserihed for palhogenic interaetions aad also for 
symbiOlic interaetions sueb as the kgume-rhizobia [50,63,65 1. \Ve 
imerpret lhal lhe inerea;;e in CSD! eX]ln:ssion obser\'ed in lhe 
symbiotic ~nd palhogen ic common bcan imeractions (Figs. 5 and 
6) is releva nI fOf ROS cletoxifieat ion during Ihe oxidati\'e bUNt. 
Nod19 expression was also inereased in these biolíe imeraetions, 
Ihollgh lO a minor leve! (Figs. 5 and 7). "hNI9- Uke from pea 
inen:ases in ]loo. Iremed Wilh Ibe iaseet dicilor Bruehin B [35J 
ami thus it has been propo;;ed that this prolein rrOrIl the Slress Up
Regulaled NoduJin 19 (SURNodI9) f:lrllily pbys a role in plam 
p::lIhogenic and slress responses. O ur fi nding supportlhis propos;:¡1 
for common be,llI, Ihollgh the speeilk function of MIN I9 ~nd 
onhologolls proleins remain lO be elueidaled . 

Conclusions 

In thi, work we pcrfotmed:1 funetional analysi. of miR398b and 
ils targets lO e1ueidate their ro les in Cu homeostasis ~nd biotie 
stress in eommon hean. 

\Ve experifll ent~Uy demonslr;¡ted Nod19, the common bean 
Mt/I'l9 ortholog, as a miR398h targe l. 

The ro le of miR39Bh in Cu homeostasis ,,",s eviclenced Ihrollb>h 
Ihe expression analysis of !his miRNA and its targets (CSD! and 
Nodl9'¡ in ti ssues of common bean plant sllbjecled to CuT or CuD 
stresses. Low CSDl , medialed by high miR398b bds, in Cu D 
bean tissues woukl spare limiling Cu for Olha Cu-containing 
prOte ins es;;en ti:11 for plam processes_ \Vhile hib'¡l CS!)!, corrdating 
wilh miR398b down-regubtion, "'ould be relevam for delOxifying 
ROS produeed in common be:l1l plams lInder CuT . t\ similar 
response "'as obselVed in eommon bean during Ihe oxidalive burst 
generaled by short-period expOSllre lO high Cll. 

High miR398b o\'et'-expression was aehicved in transgenic roolS 
from comrnon hean composite planls tha! ne:1rly lacked CSD! 
mRNA when stres;;ed by CuD. Thi. would provide les;; Cu 
linlilation as eompared to th:11 in CuD EV composite plams Ihal 
showed higher induction of CuD responsive genes (FSD, COPT, 
F/W) tlmn O E398 plants 

\Ve repon Ihe respome of miR 398b to rhizobi;t! symbiotie and 
fungal p~thogenic interactions. MiR398 w~s diminished in beólll 
rOülS eolonized by these miemorganisms. The resu lting inerease in 
CSD! might be related to lhe oxidalive buna produeed in sueh 
imeraetiolls. N. bm/halllialla leaves with trans icnt o,·er-expression of 
miR398 were mQre susceptible lO S ,duQ/;mwu infeet ion. Nadf9 

1:1rgel gene expression also inere;.sed in roo's colonized wilh 
rhizobia or S. 5Cltroholllm, somelhing Ihóll mighl indieale Íls role in 
pathogenic interaetions, Ihough the fu netioll of Nod 19 prolein 
remains 10 he dueidaled. 

"llú , work contrihutes (O increase Ihe knowkdb't: of the roles of 
miRNA, in common bean, ~n agronom iC:1l1y import:1nt erop 
legumo::. 

Materials and Methods 

Plant material and growth conditions 
Seeds of PlulltolUf mlgaris J'"lesoamerican ·'Negro J amapa 8 1" 

cultivar were smfaee slerilized ;H1d germinaled for 2 days at 26~28 
oC in darkncss. Plants were grown in hydroponic syslem under 
conlrolled environmental condílions as previously described [5J 
T he hydroponie Irays eontained 8 L of nutrient solmion [74] al 
pH 6.5; Ihe volume ~nd pH were eontroU<-xI along Ihe experimento 
For symbiotic condilions, N-ti'cc nUlrient sollllion was used and 

January 2014 I Volume 9 I Issve 1 I e84416 



99 
 
 

 

 

 

A 

• 

mlR398b eSDI Nodlf 

Figure 6. Expression pattern of miR398b and target genes CSDl 
and Nod19 in common bean (eaves infected with Sclerotinía 
sc~rotiorum. (A) Mock (left) 01 S. íc/erotiorum infected (right) comman 
bean leaves after 24 h. (B) Relative expression of miR398b (blue) and of 
largel genes eSDl (green) 3nd Nod19 (red) determine<! by qRT-PCR; 
values were normalized 10 ¡he valu!' from mock ¡hat was se! 10 1 as 
indicated with a dashed line. 
doi: 10.1371!journal.pom!.0084416.g006 

7d-old pbnlS were inocut:ucd ",ilb 10 mI. of s,1luraled liquid 
c ulturo:: of Rhi,pbium Iropid CIAT899. After 14d poSt inocula/ion 
",hen hean plant;; have dc\'doped sITIall nodllk, acúvdy rlXing 
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miR398 in Common Sean 

:urnosphcric N2, stre;;l ",as applit-d. r or Cu TOxicity (CuT) the 
nturienr solurion ",as supplernenred wirh 70 ).1M CUS04 and fOf 
Cu (kfICiencr (CuO) ll1<; nulrkm .so!uLion was dcprivcd of Cu, for 
comrol condition rhe nutriem solution with 1 ).11\1 CuS04 ",as 
mainlained. Vnder Ihe CIl-srress condilions llsed pbnl$ presemed 
characteris lic visual symplOms. lo each CuT experimCnl lhe 
cxprcss ion of AP.\" (l 'hvul .0 1IG071300), marker gene fOf CuT 
l48], ",as deterrnÍlled hy qRT-PC R (see below). In each Cll O 
cxperiment, lhe expression of FSD (Phl'uI.007G 135400.1 ), marker 
gene for CuO [41], was determined. Increased expression orthe 
marker gen~ indicaled lhe stress-nature of the treaunent used 
(data not shown). Root;;, malure noduks 01" leaves from inoculaled 
planl5 were harl'~ted al id post stress. FOI" analysis of roots al 
early slages of rhizobia inlc.:: tion , plants were inocuJated as 
described "nd roo.s ",ere caUccled~" Oh, 3h, 6 h, 12 h, 24 h and 
48 h poSI inoculation. Fo r non-symbiotic conditions plants ,,"ere 
grown in fuU-nutrient solution and lhe same CUS0 4 cO!ICentration 
wa s used for CuT L'OnditÍün, rOOI5 were collecled ~II 12 h, 24 h and 
48 h. 

Common kan camposite plams with transgenic roo ts [56] were 
generated as descfibed belol\' and were grown in similar CuO or 
comrol canditions as lhose descrihed for u!l-lransform~-d plalllS. 
Pbnts were analyzed al 7d post srress. T o.al monomeric 
anthocyanin canten t;; ",e fe measured hy pH ditlerential method 
using a speetrOpholometer. n ridly, two different liquid eXlraeN of 
the samples (CroWIl portion of the m"in root) were pl"epared using 
potassium chloride buffer, pH 1.0 and sodiwn acelate buffer, 
pH 4.5 and the abwrhanee was measurcd ,,( )""-<1"1'" and 700 nm 
respectively. FinaUy, total monomeric anthocyanin contents "'ere 
determined using rhe ab;;orbance \'alue~ and standard fo rmula a~ 

OE398 

N" EV OE398 
loo(ulaled 

Figure 7, Effec:t of miR398b transient over-expression in NicotÍiJna benthamÍiJna leaves infec:ted with SclerotinÍiJ sderotiorum. N. 
benrhomiono leaves were infilualed with water (Control) or with A rumefaciens bearing EV Of OE398 plasmids and miA.398b expressian leve! was 
delermine<! 3d after infiltration (A). Sub5equently, infiltrated leaves (EV or OEl98) were inoculated with S. sderorjorum. Characteristic fungal lesions 
(B) quantined by measuring the ¡nfectian ha lo; asterisk: Student's r test. P:!iO.Ol (e) and miR398b expression levels determined by qRT-PCR (O) at 
48 h after funga! ¡nfection. 
doi: 1 O.1371/joumaLpone.OO84416.gOO7 
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descrihed bcfore [i5). Tran¡;~'Cnic roots "'<:re harvestOO for gcnc 
expression ;JIlalysis Ihrough qRT-PC R. 

All haJ"vcsted tissue sampks \\e1'e immOOiatdy frolen in liquid 
N2 and prescrved :lt _80°C umil u5Cd for RNA isolation. 

ROS detection 
Imracellular production of reactive oxygen species (ROS) "'as 

measured by Ireating Ihe rOOI5 with 15 11M 2',7'- dichlorodihy
droflu01'escein diacetale (H20 CF-OA) (I'l'Iole.::ula1' 1'1'ohes, Leiden, 
"n ,e Netherlands). B1'idly, tlle !'OOG "ere firs' washed gently Witll 
waterand ¡hcn Idi in Ihc dye (15 J.ú\! H~OC F-DA) for 10-15 min 
under vacuumcd chamber (in dark). Afier incubalion rOOIS ,,"ere 
washOO I",ice with phosph~le buffer (pH 7). Fluoresccnce was 
obscrved at 488 nm cxcitation and 530 nm emission wan:lcn~.,hs 

using a fluorescence optical microscope :\xioskop 2 (Zeiss). 
H2DCt' -D:V ROS complexes present in Ihe 1'0015 of bean plants 
were quamified based on fluo1'escence intensily using Ihe NI H 
lJ'.I:\GEJ software program (http://rsbweh.nih.gov/ij/). 

DNA sequence analysis of cis-elements 
T he miR398 common hean larget ~'l!lleS considt:red for lhis 

analysis and their corresponding ID from the Phlllrolus .'!Ilgans 
genome sequence dalab~se av~ilable in Phylozome ( ......... 'W. 

phylozome.nel, VI.O) [76], are: Coopa/Zillc SupmJXúfe Dismullllt 1 
(CSDl) (l'hvul.006G097000.1 ) andNod¡,fiJ¡ 19 ,Nod/9j (l'hvul.006G 
127400,1 ). I'.ach do",nloadcd promoter se(juencc, ddined as 2 kh 
upstrcam region from thc initiation codon, ",as inspttt'-x! ",ilh 
Plant l'romOler Analysis NavigalO1' (I'lmul'Al\J) 1001 (hllp:/ / 
plantpan.mbc;,nClu.edu.tw/index.php), ",hich idemif,cs transcrip
lion f.1ctor binding sites in a group of gene promott::rs [77] , 

RNA isalation 
Total RNA ",as cxt1'acted from 1-2 g offrozcn !'OOI$, !caves alld 

llodules ofbean plants using LiCI prccipiwúon melhod 01' T rirol 
reagent (Invitrogen) according 10 the manufacturer·s inSlruClion. 
Inlegrity and quanúrlCation of RNA were chttked by agarosc gcl 
clectrophoresis and by absorbance mC~¡;lIremcm¡; IIsing ~ N~no
Drop NO-I 000 s~clropholOmeler (NanoDrop Technolo~s) 

respectively. 

Target va1idatian by 5' RACE 
T o experimemally validate Ihe cleavage sile of Nod l9 target 

¡ranscript "e used a modif .... x! 5' RLM-RACE approach. T otal 
RNA (1 tlg) i;;obl(:d from C,,-:;trcssed root;; was sllbject'-x! tO ~ 

5' RACE reJC!ion IIsing I'irstChoicc RL;",I-R,\CE kil (Ambion) 
omitt ing calf imeslille albline phosphatase and 10OOccO acid 
pY1'ophosphatasc IreatmenG. Two reverse speciíic primen were 
designcd doWnSlreJm of miR398 cleavage sile (outer primer: 5'
GTTTCAGATCCAAGCCC:\AA-3' j inner primer: 5'-GGGA
CACAIT IT TAGG'ITGG-3' ). The PC R reaclioll and cycling 
conditions ",ere setup foUowing the manufJcture·s protocoL 
:\nncaling tempcralUles were a(ljIlSl,-"(1 for spcciíic primcrs. Finany, 
lhe nested PC R prodllCG were cloned imo pC R2.1 T O PO vl-ctor 
(ln"i(f(~cn) and scqllcnccd. 

RNA gel biD! analysis 
T Olal RNA (20 [.ti! was separ:ued in 15% acryb mide-7 M urea 

gel clttlrophorc;;is and Irangfcrred to a Hyhond NX memhrane 
(GE, Am<;1'sham) and tll<;n UV cross-linked I\\'iee. :\ syntheljc 
DNA oligonllclOt:licic wilh al1tiscn¡;e sequenee corresponding 10 
mi R398 (5 ' C:\GGGGCG:\CCTGr\Gr\:\CACA 3') w:,s uscd as 
probe .,fler labcling using [y32 p] 1\TP ~nd T'~ polynucleolide 
kinase (lnvilrogen). As a loading control ~ DNA complemematy 10 
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1)6 snRNA (5' CCAATnTAT CGGAT GTCCCCG 3') was 
used as probe. Hyhridizations were performcd at 42°C for 19 h in 
Rapid-hyh buffcr (GE Hcahhcare), Hybr idizcd mcmbranes were 
washed IWice in 2x SSC/O.l % SDS for 45 min each time and 
then exposed 10 the I'hosphor Screen Systcm (GE Heallhcare). 
Each miRNA hlot was repeatt"d three times, represcntati\'e re511115 
are ShOWll T he imenoily of each hybridization balld was 
quantilk"(1 by densitometry using the lmagcQuant 5.2 software 
(~'I ok-cllbr Dynamics). 

Real-time quantitat ive RT-PCR (q RT-PCR) 
To quamify lranscript le\'ds of manlre miRl'Jt\s c DNA "'as 

symhesized frotTI 1 [.tg IOtal RNt\ using NCode miRNt\ Firsl
Strand cDNA Symhesis kil (Invitrogen) or Re .... ertAid H Minus 
FiNI Strand cDNt\ Synthesis Kit (fhermo Sciemific) for 
lranseripG of tar~"'-;1 gen'!s. Resulting cDNA, "ere then diluted 
IO-fold ~nd u5Cd 10 perform thc qRT-PC R experimem:; u;;ing 
SYI3R Green qPCR Master Mix (fe1'ment,1 s) following Illanufac
lurcr's instrucuons_ Briefly, each renction (15 tll) oomnined 7.5 tll 
of SYUR Green, 100 n~\'1 forw~rd primer, 100 n/o.'! universal 
primer and 2 tll diluted cONA ONa;;c/ RNase-frce wMer ",as 
used 10 adjust lhe \'oll1me 1.0 15 J.d, Thc reaction mix was lhen 
incubated in a 96 ,,"ell platc and analyzed using iQ5 Real-T imt: 
I'CR Dct,--ction SySlem and iQ5 O ptical SySlem Sofiware (llio
Rad), TIle thcrmal cyc1cr scttings "ere as follows: 95°C for 2 min, 
followOO hy 40 cycles nf 95°C for 10 s aad 55Q C lor 20 s. This 
cycle "ns followed by a mdting curve nnalysis mnging f1'om 50 tO 
95°C, wilh lemperature increasing Sleps of O.5°C evety 10 s. 
Mclting curves for each amplicon were ohserved carcfully 10 
confinn the Slx-cificity ofthe primer,; used, AII qRT-I'CR l'eactions 
were made by duplicate in iCycler Bio Rad cr¡uipment and al least 
IWO indcpendcnt cxperiments ,,"ere performed. Relative tranSClipt 
levels for e~ch snmple ,,"cre oblained using Ihe 'comparative C, 
melhod· T he Ihreshold cycle (CJ value ohlained afler each 
reaClion ",ns nonnalited 10 the C, value of miR 159 for miRN:\ 
levels or lO Ihe C, value of Ihe ubiquitin (UBq or EF lct genes fOf 
gene 1evels. The exprc;;sion of reference genes was conslnnt across 
lhe conditions. The relal i\'e cxpression 1t:\'eI was obwined by 
calibr~l ing the IlIlC, values fOf Ihe stressOO condhions usec:l and 
!he aonnalized C, value (IlCJ fol' Ihe controls. T ah1e 52 sho,,"s Ihe 
sequences of Ihe primers used for qRT-PCR anlplificalion of p, 
l'Ulgmis gen'!s. Gt:ne models for miR398b (Phvul.008G20'2400.I ) 
and eSD! (PhvuI.006G097000), experimemally val id:I\cd ~s 

miR398 larget in common hean, were idemified by De la Rosa 
el al , (in preparalion) . .N'OO19 as well as Ihe com1ll0n bean CuD 
respon,ive genes analY7A!d were idemificd afier a 1l1AST .eareh 
[32] in the common be,m genome scquence (lmp:/ /""' ....... 
rhylOmme_nel/search.php~method '" O rg_Athaliana) based in 
reported b"'~ne sequences from legumes. For Nod19 thc M. tllmwhl!fI 
gene seqllence (MtNl!J¡ "';JS USLx! for lhe BL'\ST analysis and 
PhvuL006G 12UOO_1 ",as identilicd as the ortholog gene; this gene 
model i¡; annOlaled as "S'ress up-regul:lIed NodI9··. T he common 
be"a CuO-responsive genes idemiflt:d aad analyzed in Ihis work 
werc: FSD (l1w1IL007G 135'¡{)Q.1 ), eoPT (l'h\'lJI.Ol1GOtmOO), 
FRO (phvu.L006G 142300), Ap.r (Plwul.O 11 G07 1 300). Thou~'¡, thc 
p. ~'Ulgaris g'!llome sequence (www_phytozomc.net) gives more tlmn 
one gcne modcl for each analyzcd gene, in each case wt: sclccted 
Ihe one showing highcst similarity with soybean orthologous genes 
considcring tha! soybean has n wdl annotatcd genome sc(luence 
and it is phylogenetically clos<: 10 common bcan. 

Plasmid construction 
To oblain a mi R398 ovef-expression comlruct, init i~U y Ihe 

pTDT-DC plasrnid "'~s conSln,lClcd dcri\'ed from the pTDT-DC-
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RNAi vcetor [6]; il contained Ihe 355 Cai\'IV promoler, Ihe anL 
!,'<lleway d onase reaction siles and Ihe IdTomalO gene (red
fluo rescenl prolein, RFp) as a reponer gene. \Ve did Ihe conslrucl 
10 over-express miR398 prior 10 Lbe rd ease of Ihe P. 1'IIlgaris 
genome sequencc and so a d one from Ihe M, InmrallJla 'lliR398c 
precursor (MtrV 2Chr7J372 1) was us<:d. i\blUrc miRNA 
;;cquence of M. mm,alllla miR398c is idcll1i l~,110 ,ha, of P. /}ut¡,,,,,ú 
mi R398b. The mtr-miR398r precursor (358 bp) was cloned intu Ihe 
pl'.i\'TR/5D/D-TOPO "celor (hwitro¡"<en) using specifIc forward 
(5 '-CACCTCATTTCCATGACAACt\TGACA-3') and re"erse 
(5 '-Tl 'GT GCrrCCATCAt\CCt\GT-3') primen. LR donase 
reaetion (GaleWlty syslem, Invitrogen) bem'een pTDT- DC and 
pF.i\'TR-preci\·l iR398 provided lhe pbsmid pOE398 10 over
cxpress miR398 under 355 promuter. To inhibil Ihe aetivily of 
miR398c we prOl)()scd to usc ,he artifIcial la rgel mimicry slralegy 
consis¡ing in lhe expressioll of a modified ;;c(luence of f'¡;4 (IPSI) 
comaining an impClfccl complementary sequcncc 10 miR39B ¡h31 
would reduce ¡he mi RNA-induced d ea \"age of ilS t.·ugel ¡,,<enes 
[57]. T he SIX:cific miR:~99-recognilion sile wilhin 1'114 (lPSI) 
( r C 7206, Bean Gene Index DFCI) sequencc ",as modified in vilro 
10 obwin a mimicry scquenr:e lo miR398. \Ve u.;;cd an overlapping 
I'CR Slrale¡,,'Y consisling in l\\'O I'CR reactions: I'C RI [1'\4- I'",d 
(5 '-CACCCA.ACACT CCTTCTCA<\ATCCTCT C-3') + amiR 
398-Rev 5'- tg/g/lclcaMc/g/egt"Ccc/rn 'CAAGAGAAAATCGCC-3'] 
and PCR2 [amiR:19S-Fwd (.'i '- <1Ilgggs'(gacaglllgagaacacaTI1TCC
TA1TCCTGGAACT CAC-3' ) + Pv4-Rcv 5' AGT AAGA.AG
CAATI- rrGrI1¡'G 3'], Ihe products were bln mixed 10 

oblain lhc 1'\"1 modified complele sequence. T he sequence 
ohwint'd "'as introduced ill10 pTDT- DC \"t"C lor. T he ~mply 
pTDT-DC veoor (used as a control, hereafter lenTIt'd EV) and Ihe 
resulúng OE39S and pMli\B9B plasmids "'ere introduced hy 
dcelropora lion imo Agrobactmu/I! rhi:ogm(,J K599, ",hich ",as ¡hen 
used fo r plam lransformalion . 

Fungal infection assay 
Cultures of Sc/uolitlia sclrro!Ío m/l! were sla rted 48 h prior 10 

inoculation by sub-cuhuring aClively growing edges of fimg~1 

colonies from slock cultures omo poWIO dexlrose agar (DI FCO). 
InOClllation of lrifolime lea\"es from )"ollng Nico/U11Ia bmlhnmuma or 
P. /vlt,;an's planrs wa s perfonned as described by V~ldés- l.irpe7. el al. 
[78]. Bridly, leaves were dcwched and floaled for 16 h in 20 mI of 
w:ltcr in a ]'Clri dish. TIten, lc:wes were lransferred imo a Pori 
di ;;h (one per trifolimn) ¡hal conmined moistened Wh.~lman papero 
One a¡"'1H plug (4 mm diameler) ",ilh growing m}'cdium ",as 
placed on each lcaf. Pen; di"hes "'ere ;;caled ",i¡h Parafilm ~nd 
lh t.>n placed in a growlh ch~nlbe r wilh conrrolled ellvi ronmental 
conditions. Oac or Iwo days afu:r inoculalion P. ¿ulgarn or .N 
benlha.miana le~ves, res]X."Clively, ,,"ere ha rves¡ed and S. ~l"oliom", 
inft"Ction le\'els were de tennined by measuring Ihc lesion size. 
Afier ¡his, lea\'es " ere frozen in liquid nilrogen amI slOfed u!\til 
Ilsed. E.xpression pallern of miR398b 0 1' largel genes in fungal 
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inft.>Oed lea\'es was dclc rmined by q RT-PCR. TI,e experirncll1 
",as repealed lhree times, cach al dilTerent dales and wilh !le", 
inoculutll , lo ohlain lltrec biological replicmes. 
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For ComtllOll bean lransformalion Ihe prolocol described by 

F.slrada·Navarre le el al. [56] with miTlOr modirKalions [79] "'as 
used lO oblain composile plants ",iLb U"ansgenic rOOlS. l'lantlets 
\\'ere infecled with lhc Agroba(~rillm rlli;:.ogtflt.J K599 Slrain carry ing 
prcviously describt-d conSll1lCIs (EY, OE398 or :\-11 1\-1398). I'lam 
gro"'lh for hairy rOOl fo rrna¡ion and confIrmation of the 
cxpression of (he reporter gene in Ira Il3¡,,>e nic hai ry roolS "'ere 
done as reporll-d [79]. Composile oommotl bean plants carrying 
onl)" fluorescell1 hairy rooB ",ere trallsferred 10 a hydroponic 
system. After 7 d,, )'5 of grow¡h adapl:llion in hydroponics, Ihe 
composi¡e plants ,,"ere lramferred lO control or stre ss Irealmenl5 as 
descrihcd ahove. 

Fur lransfun mnion of Nirvtian{1 htfltlwni",m le:l\'es, Agmb"../nium 
IIlIlU'facj,,¡s LBt\1404 >Irain was Iramformed ",ilh lhe respt"C1Í\'e 
binary COll\lructs (EY, 01'.398) via d ectroporalion and growll in 
Luria-BrOlh agar / speclinomycin (100 Ilg/ml) plales. J us l prior lO 
Ihe plant inf¡[lralion, a smaU amount of b.1cleria were scrappcd 
from Ihe plale and dissoll'ed in 10 mM i\lgCI2• Each baclerial 
suspcnsion was adjuSled 10 O D6OO = 0.3, and Ihen incubaled Wilh 
10llM aCClosyrin¡,'Üne al room Icmp.;ralure for 2 h. FuUy 
expandcd N b",lhamÍaJmlcaves ,,"ere infihralCd by using needleless 
syringe. l'lanlS ,,"ere kep¡ for ¡hree days in a growlh ch~mber wilh 
25°C lempcralurt:: , 70% hutllidily and nalural illuminaliotl. 
Lea\"l!S showing RFP fluorescenee were hal"\'eSled for S. JClt:rrJtiVT!lm 
infection experi,nell1 s. 
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