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INTRODUCCION
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OBJETIVOS

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 alineacion multiple y analisis filogenético.
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HIPOTESIS

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.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio
Plantas sembradas en

los invernaderos de la
Estacion Experimental

Litoral Sur del INIAP

Variedad Arenillas INIAP FL

Muestras de suelo contaminadas tomadas de la zona Se tomaron las plantas de p" g

de Vinces en la provincia de Los Rios, de coordenadas arroz que presentaban los y :

, 4 g
-1,3467043; -79,5890158 en latitud y longitud, sintomas de la enfermedad
- ,!’

respectivamente. del entorchamiento. A /
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion de RNA Retrotranscripcion de RNA extraido
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Amplificacion por PCR j \
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RSNV1-3827R (5 -TGTGGCGTTTCCAGACCTAAA-3’ )

RSNV1-2901F (5'-TGAATTTGGTGCTCTCTTG-3') (\%) ESPE \!
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MATERIALES Y METODOS

Parametros de PCR Secuenciacidn y analisis bioinformatico
Componente Concentracidon Volumen final (50 uL) x 1
final reaccion
Agua libre de nucleasas - 28,75 uL
5x Colorless Go taq Flexi 1x 10 uL
Buffer
MgCl, 1-40 mM 6 ulL ' U )
Mix dNTPs 0,2 mM cada lul '
dNTP
Primer F 0,4 uM 0,5uL
Primer R 0,4 uM 0,5uL
Polymerase 1,25 u 0,25 uL
cDNA 3ulL
Total 50 ul

Condiciones N° ciclos °T t g e n e | O u 5

Desnaturalizacion 1 94°C 3 min P rme
inicial
Desnaturalizacion 35 94°C 30s I I I
Molecular Evolutionar
Anillamiento 35 52°C 40 min m Genetics Analysis Y
Extension 35 72°C 1 min10s
Extension final 1 72°C 8 min
4°C -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Siembra y toma de muestras

Figura 1 Figura 2
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Nota. Las figuras Ay C corresponden al grupo de estudlo problema Ias cuales son al inicio de la
siembra de las semillas, y a los 20 dias de siembra, respectivamente. Las figuras B y D,
pertenecen al grupo control, donde se observa el crecimiento a los 5 dias de siembra y a los 20
dias respectivamente.

Nota. La figura A muestra una planta enferma con sintomas leves de la enfermedad. En la
figura B, se observa que los sintomas son moderados. La figura C muestra ya la sintomatologia
grave de la enfermedad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Siembra y toma de muestras

Figura 3

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
incidencia de la enfermedad del

43,33%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de RNA y Transcripcidn Inversa Figura 4
Tabla 1
Concen
Muestra A260/280 A260/230 tracion
(ug/mL)
1 1,75 1,88 221,4
2 1,68 1,91 196,8
Grupo 3 1,82 1,85 185,3
problema 4 1,94 2,12 210,5
5 1,71 1,96 215,8
6 1,60 1,83 193,6
7 1,42 1,55 160,2
8 1,48 1,63 157,1
Grupo 9 1,39 1,48 163,7
control 10 1,52 1,51 162,6

Nota. La electroforesis se realizd en gel de agarosa al 2%. Las muestras desde el pocillo 1 al 6
11 1.47 159 154.4 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
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Amplificacion por PCR

Figura 5

Las bandas obtenidas tienen una longitud
aproximada de 900 bp, de Souza et al.
(2021); Decroés et al. (2017); Oludare et
al. (2014) y Sereme et al. (2014), reportan
gue el tamano del dominio diana tiene
921 bp.

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, y
control blanco en el pocillo9
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RESULTADOS Y DISCUSIO

Analisis bioinformatico

Figura 6 Figura 7

57 Consensus 537
11 WG2_3627R.abl ARTCOAARCTT AN TASTCAMATIGNIATACCTZCAT TTTCSGAPTORCoRTA 521
3¢ WGL_3027R.abl TRATCCGAAGGT T TCARCTTAGTCARAAT TGRTATACCTICATI TICSGACTCGCGRATA 518 \CATCAGTAAATATGATCATTTCTTTTTTATGTCTAGAAA’
E3 WG2_2501F.abl (reversed) TARTCCGRARGGTITCARCTTAGTCARRATTGATATACCTICATTTTCGGACTCOCOGATA 5€3
€60 WGL_2501F.abl (reversed) TARTOCGARGGTTTCAACTTRGTCAARATIGATATACCTTCATITICGGACTOGCGGATA 1140

Consonaus
WG2_3E27R.abl
WGL_3¢27R.abl
WG2_25017.abl (reveraed)
WGL_2801F.abl (reversed) B

Corasenaus T i17  consensus 547
WG2_3827R.abl YWITW%WWC’WECMLC&GTMATU@IQH 101  WGZ_3827R.abl se1
WGL_3827R.abl AGAGAT T T GE0 AR T AT GACCAGCAGAC T CAL T TCCARCAT CAGTAARTAT GATCATT 8 WGL_3227R.abl 578
WGz 2% abl (reversed) AGRGRTTTGGOCARCCCATGROCAGCRGACT CACTTCCRACKT CAGTRARTATGATCA’ 143 WGZ_2501F.abl (reversed) CCRGTTTGTIGCTCGTCACCGACIAGGTARACTGTTTCTGCACCACACCTATGIACRAAGT €23
WG1_2501F.abl (reversad) AGRGATTIGGOCANCCCATGRCCAGCAGACT CACT TCCRACKT CAGTAAATATGAT! 720 WGl_2% {reversed) CCAGTTTGITGCTORTCACOGACGAGSTARACIGTITCIGCRCCACACCTATGOACRAGT 1200
Conaenaus 1 TC I 5 C 77 Consenaus €57
WG2_3E27R.abl TCITTITIAZGICT. GAOCAMTTCANCTCCTCATICORIAGCAMTGEGECA 161 WG2_3E27R.abl ACAGOCAIRGCCTCCAGTCRTARGCTCTGANCTOGTCAMCIAMATCSTAAGTTIACCT 641
WGL_3¢27R.abl TCITITTIATGICTAG SOGACCARAITCANCTGCICATTCCGAMGCARTGESGCA 158 WGL_3¢27R.abl AR AR T CURG T AT ARG TS T SRR T OGS T CAA AR AT CE T ARG T TTALCT €38
WGZ_2501F.abl (reveraed) TCTITTTITTATGICT] GRACCARRTTCARCTOCTCATTCOGRAGCARTGOOGOCA 203 WGZ_2501F.abl (reversed) ACAGCCAARAGCCTCCAGTCATRAGCTGTGARCTCSTCRACAARRATCGTRAGTTTACCT €83
WG1_2%01F.abl (reversed) TCTTITITATGICT GACCAMITTCANCTGCTCATICOGAAGCARTGEEGCA 780 WGL_2501F.abl (reversed) ACKGOCAMMAGCCTCCAGTCATARGCTGTGAMCTOGTCAACAAMATCGTIAGTTIACCT 1260
Consensus 237  conaensus ATT CG TCCACCEACHGG 7
W62_3£27R.abl 221  WGZ_3827R.abl GATTGECTOCAGRGCTTTGTETIGEETATCRAMATTCCARGTCGTCTCTCCACOCAOGGET 701
WGL_3227R.abl 218 WGL_3827R.abl BRI TG T OCAGRGC T T TG ET T CEET AT CAARR T TCCAAGTCEICTCTCCACCCACEGET 658
WGZ_2501F.abl (reveraed) T 263 WG2_2501F.abl (reversed) GATTGCTOCAGRGCTTTGTGTIGGGTATGAARRTTCCARGTCGTCTCTOCACCIACGGGT 743
WG1_2501F.abl (reverssd) T 840  WGl_2501F.abl (reversed) 1320
Conaenaus 257  Conaenaus oG 777
WG2_3£27R.abl 281  WG2_3827R.abl CCI'GA'T*GLAG'OGCTMGCMCICAMMGGCM"O«CCM 761
WGL_3027R.abl BTG T T AR T GG AGT CAT ACCT GUTAG AGAGCICT TCCAGTCGOC 278 WGL_3227R.abl B GRACR TEY
WG2_2501F.abl (reveraed) GTCGTTITCARCTOGGTASTCATACCTGCTAGCAGRGCCCTTCCAGTCGOD 323 WG2_25%01F.abl (reversed) RACAACGAGGTCOCGRACR 803
WGl_25017.abl (reversed) GTCGTITTCAMCTCGGTAGTCATACCIGCIAGCAGRGOCCTICCRGTCGOCTOCGIGTAR 900  WG1_2501F.abl (reversed) ° GACGTOGCGIACH 1380
Conaenaus 357  Conasensus CACG TCCAGTCC COCTT TAC 837
WG2_3£27R.abl WMT”MMT'OMLCAGAWGG‘I GRAAT' C].G.\Q/"IGGA 341 WG2_3227R.abl GERTOSGCTANGCACCIAT CAGRANGGAT TTTICCAGTCCCRGERCOGCOCTTAATATAC 821
WG1_3827R.abl TEAATRATITTGTANCGACATICGGEATCAGAGACGACTGETIGAMTICAGACAGTGER 328 WGL_3827K.abl GEATCGECTARAGUALGAAT CAGRARGGAT TTTCCAGT CUCAGEACCGUOCTTAATATAC o1
WGZ_2501F.abl (reversed) TGRATAATTITGTARCGRACATTCSGOATCAGAGACGAGTGCTTGRAARTTCAGACAGTGGR 383 WGZ_2501F.abl (r T ) GORTCGGCTARRGCACGAAT TTTTCCAGTCCCAGGRCCGCOCTTAATATAC 863
WGl_2501F.abl (reversed) TGRATAATITIGTARCGACATTOGGGATCAGAGACGACTIGCITGAAMNITCAGACAGIGER 960  WGL_2501F.abl { GEATOGGCTAMRGCRCGRAT ITTICCAGTCCCAGGRCOSCOCTTAATATAC 1440

\CATCAGTAAATATGATCATTTCTTTTTTATGTCTAGAAA"
WG2_3E27R.abl CEETTIACIANCCCAGAIACIALS CJ‘GA’JC&BGAAIQHCTUGT‘ICCAIAQALCA 401 WG2_3E27R.abl

WGL_3¢27R.abl CEETT A AN CCCAGRAAC ARG TCAGRACACAGEAAT CATTCTGET TCCARMACARATGA 352 WGL_3827R.abl

WG2_25017.abl (reveraed) COGTTAACRARCCCRGARACAACGTCAGACACAGGRATCATICTGGTTCCARACARATGR 443 WG2_2501F.abl (reversed)

WG1_2%01F.abl (reversed) CCETTAACIANCCCAGMACIACSTCRGACACAGGIATCATICTGGTICCAANCAMRTGR 1020 WGL_2901F.abl (reversed)

Nota. Electroferograma de secuencias alineadas, region subrayada corresponde a error en la lectura
Nota. La secuencia consenso obtenida, tiene una longitud de 895 bp del nucleétido
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Analisis filogenético

Tabla 2
Pais Aho Nombre Numero de accesion
Argentina 2017 Cord MG792545
Argentina 2017 STFe5 MG792546
Argentina 2017 STFel0.1 MG792544
Benin 2013 Bel KP099623
Benin 2013 Be2 MW187590
Brazil 2019 UFT/2019 MT027255
Brazil 2019 BR-LEO1-19 MT270127
Brazil 2019 BR-TT01-19 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-I11 MF115603
Mali 2016 MALI-B1 MF115601
MN750254
Sierra Leona 2019 SL254
MW187592

(Bagayoko, 2021)

(Chiba, 2011); (Laufer, 2018); (Souza, 2021)
(Souza, 2021); (Maurino, 2018)

RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 8
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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 RNA1l de
RSNV, test de filogenia
basado en método de
Bootstrap con 2000
replicaciones  con un
modelo de sustituciéon de
tiempo general reversible

(GTR), con una
distribucion Gamma con
supuesto de

independencia (G+l).
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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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CONCLUSIONES

La secuencia obtenida a partir de las muestras de arroz (Oryza sativa L.) de |la variedad Arenillas
INIAP FL, correspondieron a un tamafno aproximado de 900 bp tras la amplificacion por PCR, y
mediante el analisis bioinformatico posterior a la secuenciacidon se obtuvo un tamaio final de 895

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

El analisis bioinformatico confirmé 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.
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RECOMENDACIONES

Es recomendable analizar mayor cantidad de secuencias moleculares del RSNV en paises
donde se haya reportado la enfermedad del entorchamiento, para asi poder estudiar de
mejor manera las posibles recombinaciones y eventos de introduccion del virus en muchas

regiones del mundo.

Se recomienda investigar mas regiones genomicas del virus, no unicamente la region
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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