ESPE

UNIVEHSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

3=

&

Caracterizacidon molecular del virus RSNV (Rice Stripe Necrosis Virus) de plantas de arroz (Oryza sativa

L.) de la variedad Arenillas INIAP FL con enfermedad de entorchamiento

Ger Minda, Wilmer Sebastian
Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia
Trabajo de titulacién, previo a la obtencion del titulo de Ingeniero en Biotecnologia
Flores Flor, Francisco Javier PhD.

Sangolqui, 26 agosto del 2022



COPYLEAKS

WGer Biotec ESPE Tesis 2022.ixt
Scanned on: 18:24 August 16, 2022 UTC

6808

Overall Similarity Score Results Found Total Words in Text
Identical Words 11
Words with Minor Changes 0
Paraphrased Words 116
Omitted Words 0

¢ FRANCISCO
% JAVIER FLORES

@PYLEAKS Website | Education | Businesses



& ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Certificacion

Certifico que el trabajo de titulacion: “Caracterizacion molecular del virus RSNV (Rice Stripe
Necrosis Virus) de plantas de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad Arenillas INIAP FL con
enfermedad de entorchamiento” fue realizado por el sefior Ger Minda, Wilmer Sebastian; el
mismo que cumple con los requisitos los requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos y
metodologicos establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ademas fue revisado
y analizado en su totalidad por la herramienta de prevencion y/o verificacion de similitud de

contenidos; razon por la cual me permito acreditar y autorizar para que lo sustente publicamente.

Sangolqui, 16 de agosto del 2022

Flores Flor, Francisco Javier Ph.D.

C. C.: 1713443479



UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

& ESPE

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Responsabilidad de autoria

Yo, Ger Minda, Wilmer Sebastian, con C.C. 0401703434, declaro que el contenido, ideas y
criterios del trabajo de titulacion: “Caracterizacién molecular del virus RSNV (Rice Stripe
Necrosis Virus) de plantas de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad Arenillas INIAP FL con
enfermedad de entorchamiento” es de mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con los
requisitos legales, tericos, cientificos, técnicos y metodolégicos establecidos por la Universidad
de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos intelectuales de terceros y referenciado

las citas bibliograficas.

Sangolqui, 16 de agosto del 2022

Ger Minda, Wilmer Sebastian

C. C.: 0401703434



UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

& ESPE

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia
Autorizacién de publicacién

Yo, Ger Minda, Wilmer Sebastian, con C.C. 0401703434, autorizo a la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de titulacién: “Caracterizacién molecular del virus
RSNV (Rice Stripe Necrosis Virus) de plantas de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad
Arenillas INIAP FL con enfermedad de entorchamiento” en el Repositorio Institucional,

cuyo contenido, ideas y criterios son de mi responsabilidad.

Sangolqui, 16 de agosto del 2022

inda, Wilmer Sebastian

C.C.: 0401703434



Dedicatoria

Dedico este trabajo a mi familia, a mis padres Wilmer Ger y Narciza Minda, mis hermanos Carlos,

Ivonne y Camila; a mis sobrinos Juanito y Andrés, quienes son mi mayor fortaleza y apoyo incondicional.



Agradecimientos
A mis padres, Wilmer y Narciza, que gracias a su apoyo he logrado culminar una etapa mas en mi

vida. Agradezco mucho la confianza, la paciencia y sobre todo el carifio que me han brindado.

A mis hermanos, Carlos, Ivonne y Camila con quienes compartimos muchas experiencias juntos.

Agradezco sus consejos y que siempre estan a mi lado en cualquier situacion.

Al Dr. Lenin Paz quien me dio la oportunidad de desarrollar este proyecto bajo su tutela y guia
dentro del laboratorio; al Dr. Francisco Flores quien con paciencia me ayudo a culminar

satisfactoriamente esta etapa académica.

A mis amigos que siempre me han estado acompafiando y apoyando durante todo el camino

universitario.

Wilmer Sebastian Ger Minda



indice de contenido

CertificaCion COPYLEAKS.......oi ottt ettt ettt ettt e et e ettt e e sttt e e s bbe e e s bt e e e sabbeeesnbeeesnbeeesanbeeesanrenans 2
(6= o 41 Tor-Toi o T3 WU PP POPPTRUPPTTPPI 3
T ool kY: o1 Te oo e LU= UL o o - PP PPP 4
JANUL o] g2 Tl ToT Mo [l o101 o] [ToF ol o  FO NP 5
=T [To ) o] o I E U OO OPPUP PSPPI 6
Y= To LT ol o o T=T o o L RSP 7
W Lo [o X o [ ] o - FJ TPV P ST STRPPR PR 10
R =T Fo T e [ AT d U] = SRR 11
ADFEVIGETUIAS ..ottt et ettt e bt e b et e bt e e bt e e bt e e be e e be e e ebe e e sbe e e b bt e eat e e eheeeanbeesareesans 12
RESUIMEN 1.t e e st e e e s s s b e e e e e s s a e e e e s s s sanbaeee s 15
7Y o Y - Lot APPSR PPPT 16
CaPItUlo [ INTFOQUCCION ..vviiiiieiiiieee ettt e e ettt e e e e ettt et e e e e e eeatbaeeea e s e ssssaeeaaseassssaseaeeaansssaeaaaaas 17
F L= TolcTe [T oL L PP PSP PRPP 17
JUSTITICACION et ettt e st e e s bt e e s bb e e e snbe e e smbeeesabbeeesanbeeesanreas 18
Objetivos del proyecto de Srado .......cciicciiiiiiiiiiiiiee et e e e e ree e e e e s s ee e e e e e s rreeee s 18
(0] o111V e R CT=T aT=T - | PSPPI 18

(0] o 1= AV o I XY Y= oo LSRR 18

[ [T 0T 1 =T PSRN 19
Capitulo [1: ReVision BibliografiCa........iiccuiiiieei e e e e st e e e e s s aeraaeeeeeas 19
El ArOZ (OFYZO SALIVA L.) ccoeioiiieeee ettt ettt e e ettt e e e e et e e e e ettt e e e e e e s aaaaeee e s e snsaaaeeeeeasssaneaeeans 19
ENfermedades €N €1 @rrOzZ......c..eo ittt 20
ENtorchamiento Al arrOz......c..eoiiiiiiieiee ettt s e s e s 20
POIYMYXA GEOIMUNIS L. ...ttt e e e et e e e e e et e e e e s e e abtaeeeeeeeabaaeeeeeeeensbtaeeeeeennstennens 21
Virus de la necrosis de la raya del arroz (RSNV)........uviiii ittt et e e e e vrae e e e e e ennens 22

1V [T a o] loY=4 - T TR UUTR 22



ACIAO NUCIBICO ..ttt bbbt ne 23
Organizacion del genoma y repliCaCION .......uviiiii i e e e e e e e sbrae e e e e e eaes 24
Diversidad geNética del RSNV.......cci ittt e e ettt e e e e e e etbre e e e e e e ante e e e e e e eanraneeas 24

(07 o 1AW ] Lo TN [T B Y/ 1=] o Yo Fo] [} =4 t- TSR 25
AT ToY W =11 o] oY ={ - | {1 PPN 25
PODIACION A ESTUIO ..ttt s sttt sat e sa e st e e st e e sabe e sabeesaees 25
TOMA A8 MUESTIAS ..ttt ettt e e st e e st e e s m et e e s ante e e s anreeesmreeesanneeesanreeesanrenesnnnes 26
EXtraccion de ACId0S NUCIBICOS .......eiiuiiiiiieiieeeee ettt sttt ettt e st e st e e sabe e sabeesaees 26
Cuantificacion de ACIAOS NUCIEICOS ......eeeiiuieeeiiiiee e e e e e s e s ere e e e snreee s 27
RetrotranscripCion del RNA @Xtraido .......iciiiciiiiiii ittt e e e s s e e e s s s saaraeeaeeenas 28
Amplificacion por PCR del VIruS RSNV ...cceeiiiiiiii ittt ettt e e e e sitae e e e e s ssittee e e e s sssbaneeeessnannnns 28

[ LTot i o] o] f <1 [ O T PP T PP PP PPPRTOPPRPTINt 29
Purificacion de productos de PCR..........coiiiiiiiiiiiee ettt erttee e e e et e e e e e s eatta e e e e e ssnbtraeaessenseneeeaeeanns 30
SECUBNCIACION ...ttt ettt ettt ettt e sh ettt e be e e bt e e bt e e s bt e e bt e e bt e e sbe e e bt e e smseesaeeeameeeamneesmeeennneenaneens 30
ANAIiISiS BiOINTOIMATICO ..eeuiieiiiieiiieee ettt sbe e e b e ssneeenees 31
ANAIISIS ESTATISTICO. c..ueeuiieiiieiiiieite ettt st s e s e s s e s b s b e s reeenees 33

(07 o 1AW Lo TN AV A 1= U1 =T Lo 13PN 33
SIEeMDra y t0Ma A& MUESTIAS .......uiiieeee ettt e e e eeee e e e e e e bae e e e e e e bbaeeeeeeerabtaeeeaeeennsreaeeas 33
EXtraccion de ACid0S NUCIEICOS ...c...eiiuuiiiiii ittt sttt e s e s e e 35
RetrotranscripCion d& RNA ........ooi ettt e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e esabaaeeaeseasssaeeaaesansraaeaanans 36
Amplificacion por PCR y productos purifiCados .......cccuuuiiiiiiiiiiiiieiieeee e e e e e e e 38
ANAlisis DIOINTOIMATICO ...ueiiiiiiiecee e e e st e s s b e e s nee e e snre e e sanreas 39
(0T oY1 (U1 To TV A B 1Yol ¥ £ [ o PSP UUUUURS 45
(07T o1 dT] [o AV A N @fo] s [o] [V ] o] o [=F- TSP UPRN 47
Capitulo VII: RECOMENUACIONES ...uvveiiiiiiiiiiiiee e ettt e e esciire e e e e essttae e e e s essatbbaeeeesssassaeeeesssassaeeeessssnssseneesanas 47

211 o] [ToT = =Y i - [P EPR 48



10

Listado de tablas

Tabla 1 Volumenes y concentraciones de reactivos para preparacion de PCR para fragmentos de RSNV 29

Tabla 2 Secuencias usadas para la fabricacion del arbol filogenético ..............cccooeeevueeiieeecciieeeeeeeecrienn. 32

Tabla 3_Cuantificacion de dcidos nucleicos extraidos de plantas de arroz (Oryza sativa L.) ...................... 36

Tabla 4_Cuantificacion de cDNA producto de la retrotranscripcion de RNA extraido de plantas de arroz

(OFYZQ SALIVA L.) weveeeeeeveeeee ettt e ettt e e e e ettt e e e e e e etbaeeeeeeeettbaeeaeesasbbaaeaeeeeastsseeaeesenstsaaeeeeeenneres 38

Tabla 5 Longitud de los fragmentos secuenciados con los primers RSNV1-2901F y RSNV1-3827R ........... 40



11

Listado de figuras

Figura 1. Organizacion de RNA1 y RNA2 del genoma de BENYVIrus ............cccueeeieueeeeniieeeeniieesiieeesnieeaenane 23
Figura 2 Siembra y crecimiento de plantas de arroz (Oryza sativa L.) en invernaderos...............cccccuue.n.. 33
Figura 3 Sintomatologia de plantas de arroz (Oryza sativa L.) infectadas con RSNV ..........ccccccvvueeecnnnn. 34

Figura 4 Plantas de arroz (Oryza sativa L.) afectadas por la enfermedad del entorchamiento del arroz .. 35
Figura 5 Electroforesis en gel de cDNA obtenido tras retrotranscripCion ...........cccceeeeevveeeeeeesccvveeeeeeesennnns 37
Figura 6 _Electroforesis de productos de PCR con los primers RSNV1-3827R y RSNV1-2901F .................... 39

Figura 7 Secuencias obtenidas de muestras amplificadas con los primers RSNV1-2901F y RSNV1-3827R 40

Figura 8 Secuencia consenso obtenida del alineamiento multiple de las secuencias curadas................... 41
Figura 9 Secuencia consenso obtenida del alineamiento multiple de las secuencias curadas................... 42
Figura 10 BLAST de la secuencia consenso obtenida de las muestras de RNA1 secuenciado .................... 42

Figura 11 Arbol filogenético de WG Ecu de dominio helicasa de RNAL ...........c.cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 44



°C

APS

BaYMV

BdMV

BLAST

BNYVV

bp

cDNA

cp

CRP

dNTP

Hel

INEC

INIAP

kb

mg

MgCl,

Abreviaturas

Grados centigrados

American Phytopathological Society

Barley yellow mosaic virus

Bean dwarf mosaic virus

Basic Local Alignment Search Tool

Beet necrotic yellow vein virus

Pares de bases

Acido desoxirribonucleico complementario

Cubierta principal

Cysteine Rich Protein

Deoxinucledsido trifosfato

Gramos

Helicasa

Instituto Nacional de Estadistica y Censos

Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias

Kilo bases

Mili gramos

Cloruro de magnesio

12



mL

mM

M-MLV RT

Mtr

NCBI

nm

ORF

PCR

PCV

Pro

RdRp

RNA

RSNV

RT

RT-PCR

TBE

TGB

ug/mL

Mili litro

Mili molar

Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase

Metiltransferasa

National Center for Biotechnology Information

Nano metros

Open Reading Frame

Reaccidén en cadena de la polimerasa

Peanut Clump Virus

Proteasa

RNA polimerasa dependiente de RNA

Acido ribonucleico

Rice stripe necrosis virus

Retro Transcripcién

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcidn reversa

Solucién de Tris, Borato y EDTA

Triple Gene Block

Unidades

Micro gramos por mili litro

13



ulL

uM

VSR

Micro litros

Micro molar

Voltios

Viral Supresor of RNA silencing

14



15

Resumen
El arroz (Oryza sativa L.) se caracteriza por ser un alimento fundamental para la dieta de varias regiones
en todo el mundo. Desde el aparecimiento de la enfermedad del entorchamiento en el afio de 1977, al
oeste de Africa en Costa de Marfil, ha provocado pérdidas de rendimiento de hasta el 40% de los
cultivos de arroz. (Lozano & Morales, 2009) La enfermedad se caracteriza por provocar en las plantas de
arroz: deformaciones en la hoja a manera de zigzag, necrosis en los tallos y a lo largo del limbo,
aparecimiento de bandas clordticas en el limbo y pérdida de masa en el sistema radicular; sintomas que
pueden resultar hasta en la muerte de la planta. Esta enfermedad es causada por el virus Rice stripe
necrosis virus (RSNV), el cual es transmitido por un endoparasito obligado Polymyxa graminis L.
Molecularmente, el virus ha sido reportado en paises africanos como Sierra Leona, Mali y Burkina Faso;
en Sudamérica se ha confirmado la presencia de la enfermedad, siendo Unicamente Colombia, Argentina
y Brasil los paises que han presentado aislados del virus. El presente estudio se encargd de realizar una
caracterizacién molecular del virus que provoca la enfermedad del entorchamiento. Se utilizé para la
amplificacion de la region de dominio helicasa del RNA1 del virus los primers RSNV1-2901F y RSNV1-
3827R, para posteriormente realizar el andlisis filogenético correspondiente. La secuencia aislada tiene
un porcentaje de identidad de 99,66% con la secuencia reportada en Colombia (EU099844). El arbol
filogenético tiene estructura geografica, la secuencia de Ecuador forma un clado junto con la de
Colombia, este clado es divergente del formado por las secuencias de varios paises en Africa, y las

secuencias de Argentina y Brasil.

Palabras Clave: RSNV, Enfermedad del entorchamiento, First report of Rice stripe necrosis virus,

Molecular characterization of RSNV.
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Abstract
Rice (Oryza sativa L.) is characterized as a fundamental food for the diet of several regions around the
world. Since the appearance of the disease of the entorchamiento in the year of 1977, to the west of
Africa in the Ivory Coast, it has caused yield losses of up to 40% of the rice crops. (Lozano & Morales,
2009) The disease is characterized by causing zigzag leaf deformations in rice plants, necrosis in the
stems and along the limb, appearance of chlorotic bands in the limb and loss of mass in the root system;
symptoms that can even result in the death of the plant. This disease is caused by the Rice stripe
necrosis virus (RSNV), which is transmitted by an obligate endoparasite Polymyxa graminis L.
Molecularly, the virus has been reported in African countries such as Sierra Leone, Mali and Burkina
Faso; In South America, the presence of the disease has been confirmed, with only Colombia, Argentina
and Brazil being the countries that have presented isolates of the virus. The present study was in charge
of carrying out a molecular characterization of the virus that causes the entorchamiento disease. The
primers RSNV1-2901F and RSNV1-3827R were obtained for the amplification of the helicase domain
region of the RNA1 of the virus, to later carry out the corresponding phylogenetic analysis. The isolated
sequence has an identity percentage of 99.66% with the sequence reported in Colombia (EU099844).
The phylogenetic tree has a geographical structure, the sequence from Ecuador forms a clade together
with that from Colombia, this clade is divergent from the one formed by the sequences from several

countries in Africa, and the sequences from Argentina and Brazil.

Key words: RSNV, Enfermedad del entorchamiento, First report of Rice stripe necrosis virus,

Molecular characterization of RSNV.
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Capitulo I: Introduccién

Antecedentes

La enfermedad del entorchamiento del arroz (Oryza sativa L.) tiene su aparecimiento en el afio
de 1977, reportado al oeste de Africa en Costa de Marfil (Lozano & Morales, 2009). La enfermedad se
caracteriza por provocar en las plantas de arroz, deformaciones en la hoja a manera de zigzag, necrosis
en los tallos y a lo largo del limbo, aparecimiento de bandas cloréticas en el limbo y pérdida de masa en
el sistema radicular, estos sintomas que pueden resultar hasta en la muerte de la planta. Esta
enfermedad es causada por el virus Rice stripe necrosis virus (RSNV), el cual es transmitido por un
endopardasito obligado Polymyxa graminis L. (Bagayoko et al., 2021; Lozano & Morales, 2009). En
Latinoamérica, los primeros reportes sintomatoldgicos se dieron en Argentina, Brasil y Colombia en el
ano 2000. En Ecuador, a partir del 2003, se observo la enfermedad del entorchamiento en plantaciones
de arroz, siguiendo las descripciones reportadas anteriormente en Colombia (Paz, 2019; Paz et al.,
2009). Molecularmente, se ha reportado la presencia del virus y sus variantes en paises sudafricanos
como: Burkina Faso (Sereme et al., 2014), Benin (Oludare et al., 2014), Mali (Decroés et al., 2017) y
Sierra Leona (Tucker et al., 2020). En Sudamérica se tiene reportes en Argentina (Maurino et al., 2018),
Colombia (Gutiérrez et al., 2010) y Brasil (de Souza et al., 2021). En Asia existe un reporte de
aparecimiento del virus en China (Xiong et al., 2008). Actualmente, el virus del entorchamiento se
encuentra disperso en gran parte del mundo, y no se conoce a ciencia cierta todos los paises en donde
se puede encontrar el virus. Sin embargo, los paises nombrados anteriormente son los Unicos que han
reportado molecularmente al virus causante del entorchamiento del arroz RSNV. En el 2020, segun los
datos de INEC (2021), la superficie total cosechada de arroz fue de 312,9 mil hectdreas, registrando un
crecimiento del 21,6% respecto a la cifra del 2019; siendo el arroz una de las principales fuentes

alimenticias del pais (Marquez, 2021).
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Justificacion

El virus de entorchamiento del arroz, desde su aparecimiento en varias zonas de Africa, tiene
una incidencia que varia entre 37 y 80% segun la regién. En paises latinoamericanos, incluido Ecuador,
ha provocado pérdidas de rendimiento de hasta el 40% de los cultivos de arroz (Bagayoko et al., 2021;
Maurino et al., 2018). Esto resulta ser una problematica importante para la regién puesto que el arroz es
uno de los pilares alimenticios de la zona. El vector de la enfermedad es Polymyxa graminis L., un
endoparasito capaz de invadir gramineas, como el arroz, y provocar la enfermedad del entorchamiento
(Paz et al., 2009). En la actualidad no existe una caracterizacion molecular del virus en Ecuador, ademas
gue en Sudamérica los Unicos reportes que se tienen del virus son en Argentina, Brasil y Colombia,
donde se ha observado que existe una diferenciacion molecular entre las variantes virales de
Sudamérica y las de Sudafrica como Sierra Leona, Mali y Burkina Faso. Una descripcién molecular mas
profunda del virus en Latinoamérica puede ayudar a entender como varia, ademas de su posible

distribucidn e historia filogenética en relacidn a otras secuencias reportadas en multiples paises.

Objetivos del proyecto de grado
Objetivo General
Caracterizar molecularmente el virus RSNV (Rice stripe necrosis virus) de plantas de arroz (Oryza

sativa L.) de la variedad Arenillas INIAP FL con enfermedad de entorchamiento.

Objetivos Especificos
- Obtener la secuencia del dominio helicasa del RNA1 del virus RSNV (Rice stripe necrosis virus) de
plantas de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad Arenillas INIAP FL con enfermedad del
entorchamiento, mediante técnicas moleculares.
- Estudiar la secuencia de los amplicones de dominio helicasa del RNA1 del virus RSNV (Rice stripe

necrosis virus) mediante alineacién multiple y andlisis filogenético.



19

Hipétesis
El analisis filogenético basado en el dominio helicasa del virus RSNV extraido de la muestra de
arroz (Oryza sativa L.) de la variedad Arenillas INIAP FL, agrupa a los genotipos ecuatorianos en un solo

clado con soporte significativo, separado de genotipos descritos previamente en otros paises.

Capitulo II: Revision Bibliografica
El Arroz (Oryza sativa L.)

El arroz (Oryza sativa L.) se encuentra dentro del grupo de las gramineas, y se caracteriza por
poseer baja cantidad en calorias, moderada en carbohidratos y un aporte considerable en azucares.
Debido a su bajo costo, lo convierten en un alimento fundamental para la seguridad alimentaria de
varias regiones en todo el mundo (Dunna & Roy, 2013). Este cereal es el mas cultivado en nuestro pais,
ocupando la tercera parte de la superficie total cultivada. En el mundo, el arroz se posiciona como el

segundo cereal mas cultivado, siendo superado Unicamente por el maiz (Perez et al., 2018).

De manera general, la morfologia de una planta de arroz (Oryza sativa L.) posee raices delgadas,
fibrosas y fasciculadas, su tallo es redondo y hueco, compuesto por nudos y entrenudos, de este se
desprenden a manera de vainas las hojas de [dmina plana, que se ubican de forma alternada. Las flores
se encuentran en forma de espiguillas, las cuales forman la panicula, que es donde se forma el grano

(Arregoces et al., 2005; Dunna & Roy, 2013).

Para el cultivo del arroz, con el fin de obtener una mayor productividad en su desarrollo, se debe
tomar en cuenta que lo mejor para esta graminea son las temperaturas relativamente altas, y con una
radiacién solar considerable, ademds de la suministracién de agua suficiente, esto durante todo el
periodo de crecimiento y desarrollo del cultivo, el cual varia entre los 3 y los 5 meses. Muchas de las

condiciones ambientales a las cuales se cultiva el arroz puede incidir de manera directa e indirecta en
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factores como la produccién de grano o también la presencia de enfermedades o plagas en el cultivo

(Arregoces et al., 2005; Dunna & Roy, 2013).

Enfermedades en el arroz
En el arroz se pueden presentar gran variedad de enfermedades, ya sea causadas por hongos,
bacterias o virus. Entre estas enfermedades, las que mayor impacto econémico provocan se mencionan

a continuacion.

La quemazén, la cual es provocada por un hongo denominado Pyricularea grisea S., provocando
en la planta un desarrollo anormal de la panicula, haciendo que el nimero de granos que se obtienen

sea menor (Perez et al., 2018; Vivas & Intriago, 2012).

Hoja blanca, provocada por el virus del mismo nombre transmitido por un insecto denominado
Tagosodes orizicolus M., que provoca una decoloracién en las hojas de las plantas, lo cual afecta su

crecimiento normal (Perez et al., 2018; Vivas & Intriago, 2012).

Tizén de la vaina, causado por dos especies de hongo del género Rhizoctonia, provoca en la
planta un necrosamiento, precedido del aparecimiento de manchas verdes grisaceas que avanzan desde
la base de las hojas incluso llegando algunas veces a la panicula (Perez et al., 2018; Vivas & Intriago,

2012).

Entorchamiento, causado por el virus denominado RSNV (Rice stripe necrosis virus), enfermedad

de la cual se abordara mas adelante en este estudio (Perez et al., 2018; Vivas & Intriago, 2012).

Entorchamiento del arroz
El entorchamiento del arroz es una enfermedad causada por el virus RSNV, el cual es transmitido
por el vector Polymyxa graminis L. Los sintomas de la enfermedad del entorchamiento son enanismo lo

gue genera impedimento del desarrollo vegetal adecuado. En las hojas provoca el aparecimiento de
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estrias clordticas, crecimiento en zigzag, laminas foliares enruladas, arrugamiento de la lamina foliar,
clorosis y necrosis en los tejidos y posibles deformaciones. A nivel radicular, se visualiza una disminucién
de su masa; la fase final de los sintomas pueden provocar la muerte de las plantas (Lozano & Morales,

2009; Paz, 2019).

Polymyxa graminis L.

Polymyxa graminis L. es un pardsito eucariota y biotréfico de las raices de las plantas,
perteneciente a una unidad taxonémica informal conocida como plasmodioféridos, su clasificacion
formal corresponde al filo Cercozoa, la clase Plasmodiophorea, orden Plasmodiophorida y familia

Plasmodiophoridae (Sarwar et al., 2020).

P. graminis L. tiene un ciclo de desarrollo compuesto en dos fases, esporadica y esporogénica.
En primer lugar, las zoosporas de P. graminis L. penetran la pared celular de la planta para transferir asi
el citoplasma a la célula vegetal; lo que provoca el desarrollo de un plasmodio esporangial
multinucleado. Una vez maduran a zoosporangios, se liberan a los espacios extracelulares y contintdan
con la penetracién en nuevas células vegetales. Las condiciones ambientales o el riego de los cultivos
liberan también zoosporas, las cuales son capaces de colonizar nuevas plantas y repetir el proceso

anterior (R. Hull, 2014).

P. graminis L. no es un patogeno, sin embargo, es capaz de transmitir gran variedad de virus
vegetales, los cuales provocan enfermedades graves en especies de cereales, causando asi una
reduccién en el rendimiento de produccion agricola. Las esporas de P. graminis L. son capaces de
permanecer inactivas pero viables hasta por décadas, haciendo posible que los virus estén protegidos
del medio ambiente dentro de las esporas. La naturaleza resistente de P. graminis L. y su gran capacidad
de transmitir enfermedades, hace que el control mas eficaz para estas enfermedades sea la utilizacién

de variedades resistentes a los virus. P. graminis L. puede transmitir al menos 12 virus vegetales
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distintos, pertenecientes a los géneros Benyvirus, Bymovirus, Furovirus y Pecluvirus. Entre ellos, los de
mayor importancia econémica en cultivos de cereales son el BaYMV (virus del mosaico amarillo de la
cebada), PCV (virus de los grumos del mani) o el RSNV (virus de la necrosis de la raya del arroz) (Sarwar

et al., 2020; Tamada, 1999).

Virus de la necrosis de la raya del arroz (RSNV)

RSNV (del inglés, Rice stripe necrosis virus), corresponde a un tipo de virus perteneciente al
género Benyvirus, los cuales son virus que se caracterizan por ser de RNA en sentido positivo,
monocatenario, multipartito con casquete 5’ m7G y poli A 3’, con forma de bastoncillo (Gilmer et al.,

2017).

Morfologia
La mayoria de los virus pertenecientes al género Benyvirus, poseen entre dos a cinco RNAs de
sentido positivo lineales, siendo el virus de la necrosis de las rayas del arroz (RSNV) y el virus del
moteado de bardana (BdMV) poseedores de dos RNA gendmicos (Kondo et al., 2013; Lozano &
Morales, 2009). Las particulas virales constan de entre dos a cinco estructuras en forma de
varilla construidas helicoidalmente, no envueltas, con un canal axial. Las longitudes
predominantes de las estructuras son de aproximadamente 390, 265,100, 85 y 80 a 65 nm y con
un didmetro constante de 20 nm. Las proteinas de la capside, constituyen el 95% del peso de las
particulas, y estan compuestas por 49 subunidades, ocupando 4 nucleétidos cada una (King et

al., 2012).
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Figura 1

Organizacion de RNA1 y RNA2 del genoma de Benyvirus
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Nota. En el RNA1 se evidencia la auto-escisidn de la proteina replicasa (flecha roja). El RNA2 posee el
casquete m7G (puntos negros) y la cola poliadenilada. Tomado de Virus Taxonomy (p. 1120), por King et

al. (2012).

Acido nucleico
Los Benyvirus poseen entre dos a cinco RNA, los cuales tienen tamafios aproximados de 6,7; 4,6;
1,8; 1,4;y 1,3 Kb del RNA1 hasta el RNAS respectivamente. El RNA viral esta protegido en el
extremo con el casquete 5’ m7G y poliadenilado en 3’. Ademads, se sabe que los RNA virales
tienen una estructura 3’ conservada esencial para la iniciacion de la replicacidn del RNA. En virus
pertenecientes al género Benyvirus, tales como el virus de la vena amarilla necrética de la
remolacha (BNYVV), se ha visto que, tras la transmision mecanica, los RNA 3, 4 y 5 pueden tener
deleciones o perderse por completo. En RSNV, al igual que en BdMV, se ha identificado

Unicamente dos estructuras de RNA (Bagayoko et al., 2021; King et al., 2012).
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Organizacion del genoma y replicacion
El RNA1 contiene un ORF grande que codifica una proteina asociada a la replicacion que se
escinde postraduccionalmente. Esta escisidn proteolitica de la replicasa distingue a los Benyvirus
de todos los demas virus con particulas en forma de bastdn, que tienen sus proteinas asociadas
a la replicacién codificadas en dos ORF. Este ORF del RNA1 codifica la poliproteina de replicacidon
que incluye metiltransferasa (Mtr), helicasa (Hel), proteasa (Pro) y los dominios de RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRp). Para el RNA2 se tiene seis ORF (ORF2-ORF7). El ORF2 es
el encargado de codificar la proteina de cubierta principal (CP). El ORF3 tras su traduccion a
mecanismo de lectura (RT, readthrough), produce una fusién de los dominios RTy CP en la
capside viral y participa en la transmisién del vector. En los ORF4, 5y 6, se forma el Triple Gene
Block (TGB) que esta involucrado en el movimiento del virus. La primera parte del TGB (TGBp1)
se une al RNA e interactua con TGBp2 y TGBp3. Finalmente, el ORF7 se encarga de codificar la
proteina rica en cisteina (CRP) dedicada al supresor viral de silenciamiento del RNA (VSR). En
RSNV Unicamente se tiene estos dos componentes de RNA, sin embargo, en otros virus
pertenecientes al género Benyvirus, se tienen mas RNA que tienen funciones adicionales como
lo hace el RNA3 que codifica una proteina p25 encargada de la modulacién de los sintomas en
hojas y raices; y el RNA4, que codifica una proteina p31 que esta relacionada con la transmision

del vector (Bagayoko et al., 2021; King et al., 2012; Lozano & Morales, 2009).

Se ha visto que muchas veces la particula viral resulta inestable en |a savia de las plantas, donde

pierde infectividad a temperatura ambiente entre uno y cinco dias (King et al., 2012).

Diversidad genética del RSNV
Como se vio anteriormente, los virus del género Benyvirus, poseen entre dos a cinco RNA, de los
cuales RSNV posee Unicamente dos, el RNA1 y RNA2, que poseen los principales genes de

mantenimiento para cumplir con el ciclo viral de los Benyvirus. Hasta el 2019 se tenia un solo
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genoma completo de RSNV, proveniente de un aislado colombiano, disponible publicamente en
GenBank (Gutiérrez et al., 2010), en Brasil se han publicado cuatro genomas adicionales,
relacionados al aparecimiento de RSNV en Sudamérica (de Souza et al., 2021), ademas de las
secuencias obtenidas en los estudios y reportes hechos en varios paises sudafricanos. En el
estudio realizado por Bagayoko et al. (2021), se revelaron eventos de recombinacién en el
genoma de RSNV, donde se evidencia dos linajes principales de RSNV originarios de América 'y

Africa, suponiendo una diversidad en el virus con dependencia geografica.

Capitulo lll: Metodologia

Revision Bibliografica

Se realizé la revisidn bibliografica de la enfermedad del entorchamiento del arroz, el virus RSNV,
el vector que lo transmite Polymyxa graminis L., la incidencia y sintomatologia de la enfermedad,
ademas de las metodologias utilizadas para la infeccién de las gramineas utilizadas en el estudio y el
aislamiento del patogeno en cuestidn. Se utilizé motores de blusqueda para la recopilacidn, clasificacion
y adquisicidn de informacidn cientifica y de metodologias, de paginas como: NCBI (National Center for
Biotechnology Information), APS (American Phytopathological Society), Science Direct y Research Gate;
ademds, se usd la herramienta de gestidn bibliografica Mendeley en su versién 1.19.4. Con el fin de
optimizar la busqueda, se usaron palabras clave como RSNV, Enfermedad del entorchamiento, First

report of Rice stripe necrosis virus, Molecular characterization of RSNV.

Poblacién de estudio

El estudio de la enfermedad de entorchamiento del arroz se realizé en plantas de la variedad
INIAP FL Arenillas, las cuales fueron sembradas en suelo contaminado, que fue tomado de la zona de
Vinces en la provincia de Los Rios, de coordenadas -1,3467043; -79,5890158 en latitud y longitud,

respectivamente.
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La poblacidn total de plantas de arroz (Oryza sativa L.) sembradas fue de 60, de las cuales 30
fueron enfocadas al cultivo en suelo contaminado, y 30 como control absoluto, sembradas en suelo

destinado al cultivo de cacao (Theobroma cacao L.).

La variedad de arroz INIAP FL Arenillas fue sembrada en dos invernaderos pertenecientes al
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias del Litoral Sur. Se separd en dos grupos, problemay
control. Los invernaderos se encontraban a una temperatura media de 38 °C, un porcentaje de humedad

promedio de 47% y una intensidad luminosa promedio de 26 000 luxes.

Toma de muestras

Se tomaron aquellas plantas que mostraron sintomas claros de la enfermedad del
entorchamiento. De las plantas de arroz se usaron las hojas que tenian laminas enruladas y estrias
cloréticas. El nimero de muestras que se analizaron fue de 6 plantas sembradas en el suelo

contaminado, y 6 plantas sembradas en el suelo control.

Extraccidn de acidos nucleicos
La extraccion de acidos nucleicos se realizé en base a las muestras tomadas de las hojas de

plantas enfermas, y utilizando el protocolo del kit de extraccién PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen).

En un ambiente frio y correctamente esterilizado se procedié a preparar adecuadamente los
reactivos de extraccidn segun las indicaciones del fabricante. En primera instancia se afiadié en un
mortero con pistilo el tejido vegetal, y con ayuda de nitrégeno liquido se procedié a triturar hasta
obtener un polvo homogéneo, a esto se le afiadio el buffer de lisis con 2- mercaptoetanol (500 uL por
cada 100 mg de tejido), se homogeneizo la mezcla y se procedio a centrifugar durante 5 minutos a 2600
gravedades. Posteriormente, se tomé el sobrenadante, y por cada 1 uL de sobrenadante recuperado se
anadié 0,5 uL de etanol 96%; se mezcld con la ayuda de un vortex y se procedid a precipitar la muestra

dentro de los filtros Spin Cartridge presentes en el kit, usando centrifugacién a 12 000 gravedades por
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15 segundos. Se realizaron 3 lavados con los buffers del kit centrifugando cada vez 12 000 gravedades
por 15 segundos. Finalmente, el RNA fue recuperado con agua libre de ribonucleasas en un volumen de
100 uL, se centrifugd por 2 minutos a 12 000 gravedades y se almacené a -20 °C para posteriores

tratamientos.

Cuantificacion de acidos nucleicos
La cuantificacion de acidos nucleicos se realizé en un espectrofotémetro GENESYS 10S de

Thermo Scientific™.

El RNA se encontraba diluido en agua libre de nucleasas, por ende, el blanco utilizado consistid
en agua libre de nucleasas para el espectrofotometro. El factor de dilucién utilizado fue de 10 en
1000, es decir,10 uL de muestra con 990 uL de agua libre de nucleasas. Asi entonces la concentracién de
las muestras de acidos nucleicos se calcula mediante el valor de absorbancia obtenido a una longitud de

onda de 260 nm.

Se midieron también las absorbancias 230 y 280, con el fin de verificar las ratios de pureza
A260/280 y A260/230. La relacion de absorbancias obtenidas de A260/280 se considerd que valores
entre 2,0y 2,2 es pureza 0ptima de RNA, mayores a 1,7 se consideraban aceptables, y aquellos menores
a 1,7 significaria contaminacién por compuestos aromaticos. Asimismo, para la relacién A260/230 se
considero que valores superiores a 2,0 significan que la pureza del RNA es éptimo, valores inferiores

serian debido a contaminacion, ya sea con sales, carbohidratos o fenoles.

Para el cDNA igualmente se calculd las relaciones de absorbancias A260/280 y A260/230. La
relacién A260/280 considera valores de 1,8 hasta 2,1 como pureza 6ptima, 1,6 y 1,7 aceptable y valores
inferiores a 1,6 significa contaminacion en la muestra. Para la ratio de A260/230 se considera pureza
Optima valores entre 2,0y 2,2; mayores a 1,8 serian aceptables, y aquellos inferiores a 1,8 serian

muestras contaminadas.
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Retrotranscripcion del RNA extraido
El proceso de retrotranscripcion se realizé posterior a la extraccién de RNA. Se utilizé la

metodologia sugerida por el fabricante de M-MLV Reverse Transcriptase de Promega.

En primera instancia en un tubo de 1,5 mL se prepard una mezcla en donde se encontraba el
RNA extraido (3 ulL), el primer Oligo dT (2 uL), y agua libre de nucleasas en un volumen total de 15 ulL.
Esta mezcla se mantuvo a 70 °C durante 5 minutos, luego se colocé inmediatamente en un bloque frio,
mientras se preparaba una segunda solucidn, la cual contenia 5 uL de M-MLV 5x Reaction Buffer; 1,25 ul
de dNTPs mix; 0,625 uL de inhibidor de ribonucleasa, 1 uL de M-MLV RT y 2,125 uL de agua libre de
nucleasas. Se mezclé ambas soluciones para tener un volumen final de 25 ulL y se incubé durante 60
minutos a 37 °C para obtener asi la primera cadena de cDNA, que se mantuvo a -20 °C hasta su posterior

uso.

Amplificacién por PCR del virus RSNV

El protocolo de amplificacion para el virus se realizé segun las indicaciones de Oludare et al.
(2014) y Sereme et al. (2014), se utilizé los primers reverse y forward, RSNV1-3827R (5'-
TGTGGCGTTTCCAGACCTAAA-3') y RSNV1-2901F (5'-TGAATTTGGTGCTCTCTTG-3') respectivamente. Se
utilizé el kit GoTaq Flexi Polymerase (Promega) para ensamblar la PCR, los detalles de concentraciones

se detallan a continuacién en la tabla 1.
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Volumenes y concentraciones de reactivos para preparacion de PCR para fragmentos de RSNV

Componente

Concentracion final

Volumen final (50 uL) x 1 reaccion

Agua libre de nucleasas

5x Colorless Go taq Flexi Buffer

MgCl,
Mix dNTPs
Primer F
Primer R
Polymerase
cDNA

Total

1x
1-40 mM
0,2 mM cada dNTP
0,4 uM
0,4 uM

1,25u

28,75 uL

10 uL

6ulL

1ul

0,5uL

0,5uL

0,25 uL

3uL

50 uL

Electroforesis

La electroforesis en gel de agarosa se realizé para corroborar el estado de las muestras extraidas y

amplificadas. En primer lugar, se preparo el gel de agarosa al 2%, se pesd 1 g de agarosa y se diluyé en

50 mL de buffer TBE 0.5X. Se procedid a calentar hasta la ebullicidn y agitar por 5 minutos para disolver

completamente. Se dispensé en la cdmara de electroforesis desde un extremo con el fin de distribuir por

toda la cdmara evitando la formacién de burbujas y colocando las peinetas para los pocillos en

dependencia de la cantidad de muestras con las que se trabajaria. Se dejd solidificar para

posteriormente proceder a cargar las muestras en los pocillos; en cada pocillo se colocd 7 uL de muestra

mas 3 ul del buffer de carga y en el pocillo para el marcador se colocé 3 ul de buffer de carga mas 2 uL
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de marcador. Se cubrié el gel con TBE 0.5X aproximadamente 700mL y se dejé correr a un voltaje de

100V por 45 minutos.

Después de la electroforesis, se colocd el gel en una bandeja de tincién de plastico y se cubrid
completamente el gel con solucién de tincidn, que corresponde a una dilucién 1:1000 de diamond Dye
en TBE al 1X. Se incubé el gel en solucidn de tincidn a temperatura ambiente en un agitador orbital o
mecedor con agitacién suave y protegido de la luz por al menos 30 minutos. Finalmente, se visualizd el

gel con ayuda del equipo ENDURO GDS TOUCH.

Purificacion de productos de PCR
Los productos de PCR obtenidos de la amplificacion de los fragmentos del virus RSNV fueron

purificados mediante el kit PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen).

Por cada muestra obtenida de la amplificacidn, se le afiadio la solucidn Binding Buffer presente
en el kit 4 veces el volumen inicial de la muestra, esta mezcla se introdujo dentro de la columna con
filtro propia del kit, y se procedié a centrifugar a 10 000 gravedades por 1 minuto, se descarto el
precipitado y se procedi6 a realizar un lavado con el buffer del kit a 10 000 gravedades durante 1
minuto. Finalmente, se recuperd el purificado en 50 uL de agua libre de nucleasas tras centrifugarlo a 21

000 gravedades durante 2 minutos. La muestra purificada se almacené a -20 °C para posteriores usos.

Secuenciacién

La secuenciacion se realizé en la empresa Macrogen, mediante el nexo con los laboratorios
IDGen de la ciudad de Quito, quienes fueron los encargados de enviar las muestras a Macrogen. Se
enviaron 2 muestras de un mismo aislado de producto de PCR purificado, para las cuales se realizé una

secuenciacion forward y otra reverse para cada muestra.
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Analisis Bioinformatico
Las secuencias fueron curadas de manera individual en el programa bioinformatico Geneious
Prime 2022.0.1, donde se eliminaron los extremos utilizando la herramienta Trim ends, a un limite de

error de 0,05.

Posteriormente, se procedid a alinear las muestras tanto forward y reverse, mediante
alineamiento multiple utilizando Muscle alighment, dentro del software bioinformatico Geneious Prime.
El alineamiento consenso obtenido fue analizado y emparejado con la base de datos de la NCBI,

mediante la herramienta online BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Para el andlisis filogenético, con las secuencias obtenidas del dominio helicasa del RNA1 de
RSNV, se fabricd un arbol filogenético con la ayuda del programa bioinformatico MEGA11, en donde se
emparejo la secuencia obtenida en este estudio junto a 18 secuencias adquiridas de la base de datos de
la NCBI, las cuales se muestran a continuacién en la tabla 2. El arbol fue elaborado siguiendo un modelo
estadistico de maxima verosimilitud, test de filogenia basado en método de Bootstrap con 2000
replicaciones con un modelo de sustitucion de tiempo general reversible (GTR), con una distribucidon

Gamma con supuesto de independencia (G+l).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Tabla 2

Secuencias usadas para la fabricacion del drbol filogenético
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Pais Afo Nombre Numero de accesidn
Argentina 2017 Cor4 MG792545
Argentina 2017 STFe5 MG792546
Argentina 2017 STFel0.1 MG792544

Benin 2013 Bel KP099623
Benin 2013 Be2 MW187590

Brazil 2019 UFT/2019 MTO027255

Brazil 2019 BR-LEO1-19 MT270127

Brazil 2019 BR-TTO1-19 MT270129

Brazil 2020 UFGEm/2020-1 MT507288

Burkina Faso 2016 BF-VK1 MF115599
Burkina Faso 2016 BF-K1 MF115600
Burkina Faso 2016 BFO1Bama MW117944

Colombia 2007 col EU099844

Mali 2015 MALI-SK1 MF115602

Mali 2015 MALI-I1 MF115603

Mali 2016 MALI-B1 MF115601

MN750254
Sierra Leona 2019 SL254

MW187592



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG792545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG792546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG792544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP099623
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW187590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT027255
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT270127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT270129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT507288
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF115599
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF115600
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW117944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU099844
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF115602
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF115603
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF115601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN750254
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW187592
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Analisis Estadistico
Se realizé un analisis de medias significativas, respecto a la presencia o ausencia de la
sintomatologia en las plantas control y problema; donde se distinguié de entre el total de plantas como

presencia a aquellas que tenian en las hojas laminas enruladas y estrias cloréticas.

Capitulo IV: Resultados

Siembra y toma de muestras
Las plantulas del grupo control y grupo problema tuvieron un crecimiento normal hasta los 20
dias (Figura 2), donde ninguno de los grupos de estudio presenté sintoma alguno de la enfermedad del

entorchamiento del arroz. El grupo control tuvo un crecimiento normal hasta el final del estudio.

Figura 2

Siembra y crecimiento de plantas de arroz (Oryza sativa L.) en invernaderos

\ |
maa.

Nota. Las figuras A y C corresponden al grupo de estudio problema, las cuales son al inicio de la siembra
de las semillas, y a los 20 dias de siembra, respectivamente. Las figuras By D, pertenecen al grupo

control, donde se observa el crecimiento a los 5 dias de siembray a los 20 dias respectivamente.
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A partir del dia 20 en adelante se empezd a notar los primeros sintomas de la enfermedad en
algunas plantas de arroz (Oryza sativa L.). Se encontro las ldminas de las hojas cloréticas y estriadas,
ademads del entorchamiento caracteristico de la enfermedad causada por el RSNV, tal como se muestra

en la Figura 3.

Figura 3

Sintomatologia de plantas de arroz (Oryza sativa L.) infectadas con RSNV

Nota. La figura A muestra una planta enferma con sintomas leves de la enfermedad, se puede observar
gue la nervadura tiene estrias cloréticas e inicio de arrugamiento en las hojas. En la figura B, se observa
gue los sintomas son moderados, existen estrias clordticas en las hojas, y un arrugamiento ya
pronunciado en una de ellas, ademas del crecimiento caracteristico en zigzag. La figura C muestra ya la
sintomatologia grave de la enfermedad, enanismo en la planta, impedimento del desarrollo vegetal, el

crecimiento en zigzag, las laminas enruladas, y un arrugamiento agresivo de la ldmina foliar.
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Los dafios en las plantas caracteristicos de la enfermedad se extendieron considerablemente,
evitando el crecimiento y desarrollo normal. Del total de 30 plantas del grupo problema, se obtuvo a los
30 dias de siembra un total de 13 plantas enfermas, lo que corresponde a una prevalencia de la

enfermedad del 43,33%.

Figura 4

Plantas de arroz (Oryza sativa L.) afectadas por la enfermedad del entorchamiento del arroz

Nota. En las figuras de la A hasta la M se muestran sintomas de la enfermedad del entorchamiento de

13 plantas del total sembradas del grupo problema. Los sintomas mds graves se vieron en las plantas A,
B, H, |y M. Plantas como la C, E, F, G, J y K, mostraron sintomas moderados de la enfermedad. Los

sintomas mas leves que se observaron fueron de las plantas D y L.

Extraccion de acidos nucleicos
La extraccién del RNA comenzd a partir del dia 30 posterior a la siembra, donde se tomaron las
muestras de las hojas de aquellas plantas con sintomas claros de la enfermedad; y se realizé la extraccion

para posteriormente cuantificar el RNA (tabla 3).
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Tabla 3

Cuantificacion de dcidos nucleicos extraidos de plantas de arroz (Oryza sativa L.)

Muestra A260/280 A260/230 Concentracién (ug/mL)
1 1,75 1,88 221,4
2 1,68 1,91 196,8
3 1,82 1,85 185,3
Grupo problema
4 1,94 2,12 210,5
5 1,71 1,96 215,8
6 1,60 1,83 193,6
1 1,42 1,55 160,2
2 1,48 1,63 157,1
3 1,39 1,48 163,7
Grupo control
4 1,52 1,51 162,6
5 1,47 1,59 154,4
6 1,35 1,45 147,8

Retrotranscripcion de RNA

El cDNA obtenido fue verificado en una electroforesis en gel que se muestra a continuacién en la
Figura 5, donde se observa que es un material bastante sensible a la degradacion. Las muestras
correspondientes al problema tienen una banda mas intensa en algunos casos que aquellas bandas de

las muestras control.
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Figura 5

Electroforesis en gel de cDNA obtenido tras retrotranscripcion

Nota. La electroforesis se realizé en gel de agarosa al 2%. Las muestras desde el pocillo 1 al 6 pertenecen
a las muestras problema. Del pocillo 7 al 12 corresponden a las muestras control. CP: control negativo de

muestras problema. CC: control negativo de muestras control. M: marcador 1kb

Los valores de cuantificacion de cDNA se muestran en la tabla a continuacion.



Tabla 4

Cuantificacion de cDNA producto de la retrotranscripcion de RNA extraido de plantas de arroz (Oryza

sativa L.)
Muestra A260/280 A260/230 Concentracién (ug/mL)
C 1,28 1,43 85,1
1 1,58 1,75 83,2
2 1,61 1,77 94,6
3 1,68 1,83 79,5
4 1,73 1,89 82,4
5 1,55 1,69 86,3
6 1,52 1,65 92,3

Amplificacién por PCR y productos purificados
Se realizod la electroforesis de los productos de la amplificacion por PCR (Figura 6), donde se
observa que las bandas obtenidas tienen una longitud aproximada de 900 bp, esto siguiendo las

indicaciones del marcador 100 bp utilizado en la electroforesis.
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Figura 6

Electroforesis de productos de PCR con los primers RSNV1-3827R y RSNV1-2901F

Nota. Gel de agarosa al 2%. Marcador 100 bp en el primer pocillo. Muestra control en el segundo pocillo,

muestras problemas desde el pocillo 3 al 8.

Analisis bioinformatico
Las secuencias obtenidas tras la secuenciacion Sanger fueron en formato. ab1, y se muestran a
continuacidn los electroferogramas analizados (Figura 7). Las longitudes de cada una de las muestras

usadas para la secuenciacion se muestran en la tabla 5.



Figura 7
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Secuencias obtenidas de muestras amplificadas con los primers RSNV1-2901F y RSNV1-3827R

! [‘L’MM’M MMM ‘MWWMMMMWM | *
Nota. La secuenciacion se reallzo por dupllcado. Las figuras Ay B corresponden a Ia secuenciacion

realizada con el primer RSNV1-2901F, y las figuras Cy D corresponden a la secuenciacién realizada con el

primer RSNV1-3827R

Tabla 5

Longitud de los fragmentos secuenciados con los primers RSNV1-2901F y RSNV1-3827R

Muestra Numero de bases muestras sin curar Numero de bases muestras curadas
WG1_2901F 1478 850
WG2_2901F 907 849
WG1_3827R 905 862
WG2_3827R 913 863
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El alineamiento de las secuencias dio como resultado un consenso de 895 pares de bases, con
un porcentaje de identidad de 99,8%, que puede ser debido a la lectura errénea en uno de los

nucledtidos, que se observa en la Figura 9.

La secuencia obtenida tras la curacidn y el alineamiento multiple se muestra en la Figura 8, esta
secuencia consenso al ser introducida en la base de datos de BLAST, correspondid a un porcentaje de
identidad del 99,66% (Figura 10) con la secuencia reportada en Colombia por Lozano & Morales (2009),
con numero de accesién EU099844 especifico para el dominio helicasa del RNA1. Con otras secuencias
reportadas se tuvo un porcentaje de identidad entre 96,92 y 95%, siendo las mas préximas con 96,92% y
96,28% las secuencias de Sierra Leona (MW187592) y Benin (MW187590) respectivamente. Con las
secuencias reportadas en Argentina (MG792544), se tuvo una identidad del 96,06%, y con la brasilefia

(MT027255) un 95,95%.

Figura 8

Secuencia consenso obtenida del alineamiento mdultiple de las secuencias curadas

{reveraed) (reveraed) T

{reversed) BICASTARTAC bl (reversed) T

{reversed) 1 {revers

bl (reverssd) {reversed) CCA

{roveraed) TCTT (reveraed)

{reversed) ICIT bl (reverged) ACRGOC

b1 (reversed) {revers

bl (ceversed)

bl (reversed) T

2el
278

{reveraed) GTCGTTTTC
{reversad)

(reveraed)
1 (reversed) CC

© W

23
00
357
341
338
383
%€

b1 (reversed) TG

{reveraed)
{reversed)

W61_250

417
401

’ 3s8
{reveraed) SACACAGGRATCATICTGH "r‘rr"wm"& 433
CRGACACRGGIATCATICTGGTICCRAMCARRTGR 1020

Conaenaus

(reveraed)

{reversad) bl (reverged) TOC

Nota La secuencia consenso obtenida, tiene una longitud de 895 bp



Figura 9

Secuencia consenso obtenida del alineamiento mdultiple de las secuencias curadas

ACATCAGTAAATATGATCATTTCTTTTTTATGTCTAGAAA’

|

rﬁL_Lf

PaN
A\CATCAGTAAATATGATCATETCTTTTTTATGTCTAGAAA

W,

[

RCATCAGTAAATATGATCAT-TCTT?TTTATGTCTAGAAA

ACATCAGTAAATIATGATCATTTCTTTTTTATGTCTAGAAA

ACATCAGTAAATATGATCATTTCTTTTTTATGTCTAGAAA
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Nota. Elecrtoferograma de secuencias alineadas, region subrayada corresponde a error en la lectura del

nucleotido

Figura 10

BLAST de la secuencia consenso obtenida de las muestras de RNA1 secuenciado

Description
-

Rice stripe necrosis virus segment RNA1, complete sequence

Rice stripe necrosis virus isolate 51254 segment RNA1, complete sequence

Rice stripe necrosis virus isolate Be? segment RNA1,_complete sequence

Rice stripe necrosis virus isolate STFe10. 1 segment RNA1 helicase mRNA _partial cds

Rice stripe necrosis virus isolate UFT/2019 segment RNA 1, complete sequence

Rice stripe necrosis virus isolate STFe5 segment RNA1 helicase mRNA,_partial cds

Rice stripe necrosis virus isolate SF2.1 segment RNA 1 replication-associated protein gene,_complete cds

Scientific Name
A4

Rice stripe necresis virus

Rice stripe necrosis virus

Rice stripe necrosis virus

Rice stripe necrosis virus

Rice stripe necrosis virus
Rice stripe necrosis virus

Rice stripe necrosis virus

Rice stripe necrosis virus isolate UFGEm/2020-1 segment RNA1,_complete sequence

Rice stripe necrosis virus isolate BR:TT01:19 segment RNA 1, complete sequence

Rice stripe necrosis virus isolate BR:LE01:19 segment RNA 1, complete sequence

Rice stripe necrosis virus isolate Cor18 segment RNA 1, complete sequence

Rice stripe necrosis virus isolate M2-1 segment RNA1 replication-associated protein gene, complete cds

Rice stripe necrosis virus
Rice stripe necrosis virus

Rice stripe necrosis virus

Rice stripe necrosis virus

Rice stripe necrosis virus

Rice stripe necrosis virus isolate M1-1 segment RNA1 replication-associated protein gene,_complete cds

Rice stripe necrosis virus

Rice stripe necrosis virus isolate ML01San segment RNA1 _complete sequence

Moo o00Doo0o0onooOo0

Nota. Se obtuvieron coincidencias con 26 secuencias reportadas en la base de datos de la NCBI, todas

respecto al dominio helicasa del RNA1 del virus RSNV

Rice stripe necrosis virus

Max
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-
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1445
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1439
1439
1439
1439
1439
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Score
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1622
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00
0.0
0.0
0.0
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00
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-
99.66%
96.92%
96.28%
96.06%
95.95%
95.95%
95.95%
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95.83%
95.61%
9581 %
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Len
-
6634
6571
6582
927
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6578
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NC_038775.1
MW187592 1
MW1875590 .1
MGT792544 1
MT027255.1
MGT92546.1
MWW147224 1
MT507288 1
MT270125.1
MT270127 .1
MW147222 1
MK170453.1
MK170452 1
MWW117948 1
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Finalmente, el analisis filogenético realizado en MEGAX, dio como resultado, al aplicar el método
de maxima verosimilitud, el arbol filogenético presentado en la Figura 11, el cual muestra claramente la
aparicion de dos grupos muy separados, en el primero donde se agrupan la mayoria de las secuencias,
tanto africanas como de Argentina y Brasil, y es en el segundo grupo donde se encuentran las secuencias

colombiana (EU099844) y la presentada en este estudio WG Ecu.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU099844
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Figura 11

Arbol filogenético de WG Ecu de dominio helicasa de RNA1

MT270127.1 Brasil

MT270129.1 Brasil

MT027255.1 Brasil
25

MG792546.1 Argentina

67
MT507288.1 Brasil

99

MG792545.1 Arg

22 ‘ MG792544.1 Argentina
MN750254.1 Sierra Leona
il 99| MW187592.1 Sierra Leona

MW187590.1 Benin

— KP099623.1 Benin
57 MF115599.1 Burkina Faso
99[ MW117944 .1 Burkina Faso

—— MF115603.1 Mali

39

80

80 —— MF115600.1 Burkina Faso

911 MF115602.1 Mali

MF115601.1 Mali

—— EU099844.3 Colombia

0l WG Ecu

0.01

Nota. Relaciones filogenéticas entre secuencias gendmicas de RSNV. El arbol filogenético fue construido
siguiendo un modelo estadistico de maxima verosimilitud, con las secuencias del dominio helicasa del
RNA1 de RSNV, test de filogenia basado en método de Bootstrap con 2000 replicaciones con un modelo
de sustitucidn de tiempo general reversible (GTR), con una distribucién Gamma con supuesto de

independencia (G+l).
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Capitulo V: Discusién
El estudio comienza con el andlisis de 30 plantas de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad INIAP
FL Arenillas, que fue sembrada en suelos contaminados con la enfermedad del entorchamiento de la
region de Vinces en la provincia de Los Rios, durante un periodo de 30 dias. Durante este periodo lo que
se obtuvo fue que 13 de las 30 plantas sembradas tenian la enfermedad del entorchamiento causada
por RSNV, lo que corresponde a un total de 43,33%. En el estudio de Maurino et al. (2018), se menciona
que las plantulas sembradas en un suelo con virus, tan solo el 1,6% del total sembrado desarrollo los

sintomas de la enfermedad, siendo confirmado posteriormente mediante PCR.

Tras la extraccion de RNA, se realizé la retrotranscripcion para obtener el cDNA de las muestras,
para las cuales se utilizé como primer oligo dT, como se observa en la Figura 5, se tiene una degradacién
pronta de las muestras, ademas de que las concentraciones son relativamente bajas. En el estudio de
Lozano & Morales (2009), aplica la misma metodologia obteniendo el cDNA mediante la utilizacién de

primer oligo dT.

La amplificacidon por PCR utilizando los primers RSNV1-3827R y RSNV1-2901F, arrojé como resultado
bandas de tamafio aproximado de 900 bp, esto concuerda con lo reportado en los estudios de de Souza
et al. (2021); Decroés et al. (2017); Oludare et al. (2014) y Sereme et al. (2014), en donde reportan que el
tamafo del dominio helicasa del RNA1 del virus del entorchamiento tiene un tamafio de banda de 921

bp.

Posterior a la secuenciacion de las muestras se realizé el andlisis de secuencias con la base de
datos de GenBank, donde se tuvo que la secuencia consenso obtenida tiene mayor cercania a la
secuencia reportada en Colombia (EU099844), que se vuelve a confirmar mas adelante con el arbol
filogenético de la regidn de dominio helicasa correspondiente al RNA1, el cual cred un patrén de

agrupamiento geografico de los aislados, donde se obtuvo clados diferenciados donde se reunieron por
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grupos: las secuencias argentinas junto con las brasilefias, los paises africanos formaron distintos grupos
entre ellos, y finalmente los aislados colombiano junto al reportado en este trabajo formaron otro
grupo. Esto concuerda con la informacion de de Souza et al. (2021) y Tucker et al. (2020), quienes
presentaron el mismo resultado respecto a las agrupaciones geograficas de las secuencias de RSNV,
donde el aislado colombiano siempre crea un grupo a parte de las secuencias de Africa y las restantes de

Sudameérica.

En el estudio de Bagayoko et al. (2021), denotd tras un andlisis de diversidad, indices 3 veces
superiores de variabilidad en el RNA1 del RSNV que cualquiera visto en otros Benyvirus. El andlisis
realizado y la divergencia presentada en el arbol filogenético, puede ser a causa de un posible

reordenamiento en el RNA1 del virus.

Los reportes para BNYVV en el estudio de Chiba et al. (2011); y el estudio de BNYVV y el virus del
mosaico de la remolacha segln Laufer et al. (2018), informan acerca de un posible reordenamiento del
RNA1, similar a lo reportado para el RNA1 de RSNV en el estudio de de Souza et al. (2021), quien
también presenté divergencia de las muestras de RSNV entre Sudamérica y Africa. Sin embargo, esta
posibilidad debe ser estudiada con mayor cantidad de secuencias del virus, y estudiar posibles

coocurrencias entre secuencias reordenadas y no reordenadas.

Con los resultados presentados, es normal preguntarse acerca del origen de los virus de las
plantas y la forma en la que se propagan entre continentes, en el estudio de de Souza et al. (2021), se
habla acerca de los primeros reportes que se dieron del virus en Africa y posteriormente en Colombia,
donde suponen una introduccién del virus a América desde Africa, esto debido a la contaminacién de las
semillas posiblemente con esporas de resistencia del vector P. graminis L.. Sin embargo, se puede
suponer que hubo mas de un evento de introduccion, debido a las divergencias entre los demas aislados

sudamericanos con los de Colombia y el presentado en este estudio.
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Capitulo VI: Conclusiones
La secuencia obtenida a partir de las muestras de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad Arenillas
INIAP FL, correspondieron a un tamafio aproximado de 900 bp tras la amplificacién por PCR, y mediante
el andlisis bioinformatico posterior a la secuenciacién se obtuvo un tamafio final de 895 bp que

pertenecen al dominio helicasa del RNA1 del virus del entorchamiento del arroz.

El analisis bioinformatico confirmd que la secuencia obtenida corresponde al virus del
entorchamiento de arroz RSNV, teniendo un porcentaje de identidad mayor con la secuencia reportada

en Colombia de 99,66%.

En el analisis filogenético se obtuvo que las secuencias del virus tienden a agruparse
geograficamente, creando subgrupos de secuencias reportadas en: Argentina y Brasil; Sierra Leona,
Benin y Burkina Faso; Mali y Burkina Faso, y en un grupo aislado las secuencias reportadas en Colombia

y en el presente estudio.

Capitulo VII: Recomendaciones
Es recomendable recolectar mayor cantidad de secuencias moleculares del RSNV en paises
donde se haya reportado la enfermedad del entorchamiento, para asi poder analizar de mejor manera

las posibles recombinaciones y eventos de introduccién del virus en muchas regiones del mundo.

Se recomienda analizar mads regiones genémicas del virus, no Unicamente la regidn helicasa del
RNA1 ya que en los demas RNA del RSNV se podria encontrar también respuestas a la variabilidad del

virus en las diferentes regiones.
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