XXVI jj I A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

JORNADAS DE JOVENES SACER TEAGE L BRE
INVESTIGADORES AUGM
Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

33. Virologia Molecular
Estudio de larespuesta de plantas de alfalfa a la infeccidn por el virus del

enanismo (ADV)

Jaime, Camila'; Dunger, German?

L autor; 2 orientador

caami j@hotmail.com; gdunger@fca.unl.edu.ar

Departamento de Produccion Animal, Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional del Litoral

Resumen
La alfalfa (Medicago sativa L.) es una leguminosa con alto valor nutritivo. Es la planta forrajera

mas distribuida a nivel mundial debido a su gran adaptabilidad a diferentes climas y suelos.
Dentro de las enfermedades mas importantes de la alfalfa, se encuentra la causada por el virus
del enanismo (ADV). El ADV pertenece a la familia Rhabdoviridae y ha sido agrupado como un
cytorhabdovirus presentando material genético como ARN monocateriano negativo (SSRNA;
Bejerman et al, 2011; Bejerman et al, 2015). En nuestro pais, esta enfermedad tiene un 70% de
prevalencia y genera un 30% de pérdida de produccion, debido a que disminuye el area foliar y
produce acortamiento de los nudos. Actualmente no hay informacion clara y detallada sobre el
efecto del ADV en la alfalfa. Por ello, se presenta la primera caracterizacion a nivel bioquimico,
microscopico y fotosintético del efecto del ADV en alfalfa.

Para comprender esta interaccion planta-patégeno fueron utilizadas una gran variedad de
técnicas incluyendo andlisis moleculares, microscopia electronica de barrido y fluorescencia,
cortes histologicos para evaluar morfologia interna y analisis bioquimicos para deteccién de
calosa y ROS. Los resultados obtenidos nos indican que el ADV induciria alteraciones tanto a
nivel del metabolismo energético, como a nivel bioquimico y de anatomia, demostrando que la
infeccién con ADV desencadena respuestas de defensa importantes en la planta, que afectan

su metabolismo basal y productividad.
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Introduccién
La alfalfa (Medicago sativa L.) es una
leguminosa perenne ampliamente utilizada
para alimentacion animal y uno de los
alimentos de mayor valor nutritivo por masa
seca. En la actualidad es la planta forrajera
mas ampliamente distribuida a nivel mundial
debido principalmente a la gran adaptacién
al crecimiento en diferentes tipos de climas
y suelos. Argentina es el mayor productor
de alfalfa del hemisferio sur y el segundo a
nivel mundial (Lenardon et al, 2010).
En la agricultura moderna, las pérdidas de
debido

emergentes de plantas son altas y la alfalfa

produccion a enfermedades
no es la excepcién. En nuestro pais, dentro
de
importantes de este cultivo se encuentra la
causada por el Alfalfa Dwarf Virus (ADV). El

ADV es un virus perteneciente a la familia

las enfermedades virales mas

Rhabdoviridae y ha sido agrupado como un

cytorhabdovirus presentando material
ARN

negativo (ssRNA; Bejerman et al, 2011;

genético como monocateriano
Bejerman et al, 2015). Se especula que la
transferencia viral entre plantas es llevada a
cabo por el pulgbn negro (Signoret & Alliot,
1997). El ADV, al producir acortamiento de
nudos y deformacion de hojas, otorga a las
plantas un aspecto de arbustos enanos. La

enfermedad comienza afectando los tejidos
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radiculares de la planta pero se hace

evidente en estadios avanzados de la
infeccidbn cuando son afectadas las partes
aéreas (Smith, 1972). Entre los sintomas
tempranos en la parte aérea de la planta se
encuentran el acortamiento de los tallos y
una leve disminucion del tamafio de las
hojas (Smith, 1972). En estadios tardios de
la enfermedad se observan gran cantidad
de arrugas, acortamiento de venas vy
formacioén de papilas en la superficie abaxial
de la hoja; y epinastia sobre la cara adaxial.
Si

descripto hace algunas décadas, en la

bien el enanismo de la alfalfa fue

actualidad no hay informacién clara y
detallada sobre el efecto del ADV en las
plantas. Por ello, en el presente trabajo se
describe la primera caracterizacion a nivel
bioquimico, microscopico y fotosintético del
efecto del ADV sobre plantas de alfalfa. Los
resultados obtenidos acrecentaran
sustancialmente el conocimiento sobre los

efectos del ADV en alfalfa y permitiran

diagramar sistemas de control mas
eficientes.
Objetivos

El objetivo general de este trabajo
consiste en caracterizar a nivel molecular,
morfologico, fisioldégico, bioquimico vy

microscopico los efectos del ADV sobre

plantas de alfalfa.
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Especificamente se proponen los
siguientes objetivos:

Aislamiento del ADV presente en
plantas de alfalfa infectadas en la zona de
Esperanza (Santa Fe) y determinacion del
grado de identidad de secuencia con el ADV
aislado y secuenciado en la zona de
Manfredi (Cordoba).

Determinar el tipo de respuesta que
produce ADV en plantas de alfalfa.

Analizar a nivel microscopico,
bioquimico y morfolégico las protuberancias
desarrolladas en hojas de plantas
infectadas por ADV.
el

Estudiar comportamiento

fotosintético en plantas afectadas por ADV.

Materiales y métodos
Material Vegetal

Los ensayos detallados en el presente
trabajo fueron llevados a cabo utilizando
plantas de alfalfa (Medicago sativa L.)
cultivadas en invernadero a temperatura
promedio de 25°C y ciclo de 16 horas de
Las infectadas  fueron

luz. plantas

recolectadas en zonas agricolas de la
de (Santa Fe),

trasplantadas a macetas de 10 L de

ciudad Esperanza

capacidad y mantenidas en condiciones

similares a las sanas pero aisladas

fisicamente de éstas.
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Reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) y anélisis enzimético.

Para el aislamiento viral se utilizaron hojas
jovenes que fueron maceradas con mortero
y nitrégeno liquido. Luego se siguié un
procedimiento basado en el reactivo Trizol
con posterior extraccion y precipitacién con
cloroformo:alcohol isoamilico. EI ARN total
resultante se retro-transcribi6 a ADNc
utilizando la enzima transcriptasa reversa
(MMLV, Trans), siguiendo las indicaciones

del fabricante, y utilizando oligonucleétidos

hexaméricos aleatorios. EI ADV fue
confrmado por PCR utilizando Taq
polimerasa (Invitrogen) y oligonucle6tidos
especificos para amplificacion de un

fragmento del gen L. El fragmento obtenido
fue digerido con las enzimas EcoRI, EcCORV
y Asel utilizando condiciones recomendadas
por el fabricante.
Deteccion de especies reactivas del
oxigeno (ROS)

Se determind la produccion de peroxido
de hidrégeno utilizando la metodologia

previamente reportada por Dunger vy
colaboradores (2005) con modificaciones.
Se

plantas sanas e

incubaron fragmentos de hojas de
3,3
diaminobencidina (DAB) por 16 horas y

infectadas con

oscuridad. Luego las hojas se decoloraron
con etanol y se montaron fragmentos de las

mismas sobre portaobjetos para
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observacibn en un microscopio Optico
(Leica) con objetivo de 40X y 60X.

Deposicién de calosa

Los depdsitos de calosa son tipicamente
observados en reacciones de defensa de la
planta a diversos patégenos. El ensayo de
deteccion de estos compuestos consiste en
destenir las hojas infectadas y controles, sin
infectar, en alcohol 96 % (v/v). Luego, se
incubaron en buffer fosfato de sodio 0,07 M,
pH 9,0 por 30 minutos, posteriormente se
reemplazé el buffer por una solucién de azul
de anilina 0,05 % (p/v) y se incub6 una hora
a temperatura ambiente. Finalmente se
montan los fragmentos sobre porta objetos
para posterior observacién utilizando un
microscopio de fluorescencia (Leica) para
luego analizar las imagenes obtenidas
mediante el programa Fiji-lmageJ (Daurelio

et al, 2007).

Medicion de eficiencia fotosintética

La eficiencia fotosintética se determino
utilizando un sistema de medicion CIRAS-2
(PP System) utilizando saturacion luminica
a 900 mol m? seg? y CO, de 500ppm como
referencias. Las hojas se colocaron en el
de de

completamente la cubeta de deteccién y se

detector manera sellar

dej6 hasta estabilizacion de los datos.

Seguido se determinaron los parametros:

tasa fotosintética (Pn), conductancia
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(Gs) y tasa

evaporacion/transpiracion (E).

estomatica de

Microscopia electronica de barrido

Se fijaron fragmentos de hoja en solucion
de FAA (formaldehido-etanol-acido acético-
agua, 10:50:5:35 v/v) por 48 horas y luego

se transfirieron a etanol 70%. Las muestras,

previa diseccion bajo microscopio
estereoscopico (Nikon SMZz-10), fueron
deshidratadas en serie creciente de

etanoles (70%, 80%, 96%, 100%) mas dos
cambios de acetona 100%. Posteriormente,
las muestras fueron secadas por punto
critico (Emitech K850) utilizando CO, como
fluido de transicién, montadas en placas de
bronce y adheridas a platinas de aluminio.
Las muestras se metalizaron con oro-
paladio empleando el equipo Sputter Coater
Emitech SC7640 y se visualizaron utilizando
un microscopio electrénico de barrido FEI
QUANTA 200 (Instituto de Fisica - CCT

Rosario).

Cortes histolégicos
FAA

acético-agua,

Las hojas se fijaron en
(formaldehido-etanol-acido
10:50:5:35 v/v) por al menos 48 horas y
luego se preservaron en alcohol 70% (v/v).
Las muestras se diseccionaron en una
placa de Petri conteniendo alcohol 70%
(v/v) y se seleccionaron los tercios medios

de los foliolos y los pecidlulos. Las muestras
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se colocaron en casetes y se deshidrataron
con alcohol etilico en grado creciente (80%,
90%, 96% v/v) hasta alcohol etilico
absoluto. Se continué con una clarificacion
de las muestras utilizando como fluido
clarificante al xilol. Este pasaje también es
gradual y se utilizaron mezclas de etanol-
xilol con concentraciones crecientes del
tltimo. Seguido se infiltra la muestra en
parafina. Al igual que en la clarificacion, se
utilizaron mezclas de xilol-parafina hasta
llegar a parafina pura. Luego se realizaron
los tacos de parafina donde seran incluidas
las muestras, para finalmente, ser cortadas
con un micrétomo. Los cortes son adheridos
a portaobjetos para su posterior coloracion.
Se llevo a cabo una coloracion doble con
safranina y Astra Blue. Finalmente, se
observaron los cortes por microscopia
convencional y las imagenes fueron
procesadas utilizando el programa Fiji-

Image J.

Resultados
Las plantas enfermas analizadas estaban
infectadas por ADV

Con la finalidad de confirmar que las
plantas de alfalfa estaban infectadas por el
ADV, se llevd a cabo la extraccion de ARN
a partir de hojas con sintomas de
enfermedad. Posteriormente se amplificé un
fragmento del gen que codifica para la

polimerasa L del virus utilizando como
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molde ADNCc previamente retrotranscripto a

partir del ARN extraido. Como se observa
en la figura 1A, se amplific6 un fragmento
correspondiente a 497pb coincidente con lo
esperado. Este fragmento (denominado F1)
fue digerido con las enzimas de restriccion
EcoRIl, EcoRV y Asel para estudiar los
patrones de corte y confirmar que F1
corresponda al fragmento de L del ADV
secuenciado (Bejerman et al, 2015). Los
resultados obtenidos en este andlisis
(Figura 1B) junto a los obtenidos por
tamafio de amplificacion nos permiten
afirmar que las plantas enfermas contienen
ADV. Finalmente, la identidad se confirmé

por secuenciacion de los genes N y MP

virales.
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Figura 1. (A) Purificacion de ADV vy
amplificacion de fragmento interno de la
polimerasa L (F1); la flecha indica el ADV
purificado.

(B) Andlisis de restriccién de F1. Las enzimas
utilizadas se indican en la parte superior. M,
indica marcador de peso molecular, los nUmeros
indican el tamafio en pares de bases.

El ADV produciria ROS en las zonas de

infeccién
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Se analiz6 la produccion de la ROS
peréxido de hidrégeno (H20.) en hojas
DAB

(Figura 2). En este ensayo se pudo detectar

infectadas utilizando tinciébn con
una alta produccion de H,O, en forma de

pequefias manchas localizadas en las
inmediaciones a las nervaduras. Esto es
coincidente con las areas de deformacion
de las hojas y con los puntos de infeccion

del pulgén negro.

Figura 2. (A) Deteccion de ROS en hojas de

" g

alfalfa infectadas por ADV. (B) Ampliacion de la
zona de nervaduras donde se observa emision
de ROS marcada con un recuadro negro. Panel

izquierdo: control, sin enfermedad; panel
derecho: ADV, planta enferma.
La presencia del virus induciria

deposiciéon de calosa

La deposicion de calosa fue evaluada
mediante tincién con azul de anilina 0,05%
(p/v).
Gran cantidad de calosa fue detectada en la
lamina foliar, especialmente en la zona de
las nervaduras (Figura 3) de plantas
infectadas,

mientras que en las hojas
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control no se observé una deposicion
significativa.
A Control

Figura 3. (A) Deposicién de calosa en alfalfa.

Se observa una elevada fluorescencia de calosa
en plantas infectadas con ADV. (B) Ampliacion
de la zona marcada con un recuadro blanco en
(A). Panel izquierdo: control, sin enfermedad;
panel derecho: ADV, planta enferma.

El ADV induciria la deformaciéon de las
nervaduras

Utilizando microscopia electrénica de
barrido (MEB) analizamos hojas de plantas
infectadas con la finalidad de observar la
morfologia y disposicion de las células
vegetales en las protuberancias inducidas
ADV (Figura 4). En

severamente infectadas pueden observarse

por el hojas
las protuberancias caracteristicas de la
infeccién dispuestas principalmente en las
nervaduras de las hojas. Las imagenes
revelan que las protuberancias serian

causadas por un crecimiento irregular
(hipertrofia celular) de tejidos ubicados por

debajo del epitelial.
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Control ADV

Figura 4. Observacién de protuberancias en
nervaduras por MEB. Panel izquierdo: control,
sin enfermedad; panel derecho: ADV, planta
enferma.

La infeccién por ADV disminuiria la
eficiencia fotosintética

Utilizando un sistema de medicion CIRAS-
2 (PP system) se determiné la fotosintesis
neta (Pn, Figura 5). Se observo que la Pn
se ve afectada negativamente en plantas
infectadas por ADV, detectando niveles
40% menos que los observados en plantas

control sin infectar.

15
o
v 10
'; B Photosynthesis
5 5 rate
£
20

Control ADV

Figura 5. Tasa fotosintética en hojas de alfalfa.
Control, corresponde a la planta sana, y ADV a
la planta enferma.

Plantas infectadas con ADV presentan
parénquima incoloro desorganizado
Se analizé la anatomia de foliolos de las

plantas mediante la realizacion de cortes

e
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histologicos. En las plantas infectadas se

observo una elevada desorganizacion del
parénquima fundamental (Figura 6), lo que
influiria  en la formacibn de las
protuberancias observadas a simple vista y
por microscopia electronica de barrido.

Interesantemente, este fendmeno es
observado casi exclusivamente en las
regiones adyacente a los haces vasculares
y coincidente con los puntos de ingreso del

virus por el vector natural.

Control

HV menor 40x

HV central 10x

HV central 40x

Figura 6. Cortes histologicos de foliolos de
alfalfa. Los cortes correspondientes a la planta
infectada por ADV (derecha) presentan gran
desorganizacion del parénquima incoloro en la
regiéon de los haces vasculares. En la columna
izquierda, foliolos de plantas control no
infectadas. En la columna derecha, foliolos de
plantas infectadas. Las barras negras indican el
tamafio en pm; las flechas negras indican el
parénquima fundamental.
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Conclusiones
El de

desarrollados nos permiten concluir que el

conjunto los  resultados

efecto del ADV sobre plantas de alfalfa

y
morfolégicos. Por medio del ensayo de

involucra aspectos fisiolégicos
tincion con DAB determinamos que el ADV
activaria mecanismos de defensa de la
planta induciendo la produccién de ROS
para contrarrestar la infeccion viral.
Interesantemente, las zonas de induccion
de ROS vy de deposicion de calosa,
coinciden con las nervaduras, region donde
se observo un crecimiento celular irregular
gque tiende a provocar alteraciones
macroscopicas (protuberancias y pliegues)
en las hojas. Esto estaria indicando que los
de

transferencia e ingreso viral serian los mas

puntos de contacto con el vector

afectados. Ademas, se postula que el
crecimiento  irregular del parénquima
fundamental de los foliolos seria el
responsable de la formacion de las
protuberancias caracteristicas de esta
enfermedad.

También  observamos una  drastica

disminucion de la tasa fotosintética en hojas
de alfalfa infectadas lo que indicaria que el
ADV estaria afectando drasticamente el

metabolismo energético de la planta.
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