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Direccion de Laboratorios

DL 153/2025
MEMORANDO

A : Dra. Jadiyi Torales, Directora
Direccién General Técnica

De : Dr. Alfredo Gryciuk, Director
Direccion de Laboratorios

Tema :  Remisién de informe de biologia molecular

Fecha : : 17 de Junio del 2025

Por el presente me dirijo a Ud. y por su intermedio a la Direccion general de Administracion y
Finanzas a fin de remitir el “‘Informe de Consultoria en el Area de Biologia Molecular”

correspondiente al mes de Mayo del 2025 presentado por el Dr. Marcelo Alborno. El mismo cuenta
con el Visto Bueno de esta dependencia.

Se adjunta Informe de referencia
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DEPARTAMENTO DE LABORATORIO DE SANIDAD VEGETAL Y BIOLOGIA

MOLECULAR
DLSVBM: N° 036/25
N° de Paginas: 06
MEMORANDO
PARA : Dr. Alfredo Gryciuk A , Director
Direccidn de Laboratorios
DE : Ing. Agr. Blanca E. Coronel L. Jefa interina
Departamento de Laboratorio de Sanidad Vegetal y Biologia
Molecular
ASUNTO : Informe - Consultoria en Biologia Molecular
FECHA : 17 de junio de 2025

Por el presente me dirijo a Ud. y por su intermedio a la Direccién General Técnica a
fin de remitir el “Informe de Consultoria en el Area de Biologia Molecular”
correspondiente al mes de mayo del 2025 presentado por el Dr. Marcelo Alborno. E|

mismo cuenta con el Visto Bueno de esta dependencia.

Se adjunta Informe de referencia




San Lorenzo, 17 de Junio de 2025

M5c. Ing. Agr. Blanca Coronel

lefa

Laboratorio de Sanidad Vegetal y Biologia Molecular
SENAVE

Presente

Através de la presente nota le presento la descripcion de los servicios prestados
en el periodo del 14 de mayo y 13 de junio de 2025 en la Direccidn de Laboratorios en
el marco de la Consultorfa para el Area de Biologia Molecular, segln lo establecido en el
Contrato N° 003/2025 entre SENAVE vy mi persona en caracter de consultor.

La prestacion de servicios de consultaria del mes mencionado consistio en
diagnostico molecular de HLB; diagnastico de Diaporthe; diagndstico molecular de virus;
secuenciaciones; entre otros. Se adjunta un informe técnico-cientffico de estas
actividades.

Sin otro particular, le saludo cordialmente.

Marcelo Alborno [Jover

Ingeniero Agrénomo
cnologfa y Biologfa Molecular
- ~ RegPrOENTI0IT T T

Dr. Ing\Agr\Marcelo Alborno Jover
Consultor



ASUNCION, 17 DE JUNIO DE 2025

CONSULTORAENEL REA DE BIOLOG A MOLECULAR DEL
SERVICIO NACIONAL DE CALIDAD Y SANIDAD VEGETAL Y DE SEMILLAS

Informe t cnico-cient fico del periodo Mayo-Junio de 2025

Entre los meses de Mayo vy Junio de 2025 se han realizado los trabajos de
consultoria segun las directrices de la Direccion de Laboratorios v el Laboratorio de
Sanidad Vegetal y Biologia Molecular.

Respecto a los trabajos realizados, en este tiempo se realizé el diagndstico de
muestras de citricos para analisis de la enfermedad de HLB, causada por las bacterias
Candidatus Liberibacter asiaticus y Candidatus Liberibacter americanus. Se analizaron 18
muestras de citricos, no habiéndose detectado muestras positivas para la enfermedad.
Se han confirmado curvas positivas para los controles pasitivos en el gen 16SrDNA
especifico de C Liberibacter, que corresponden a materiales de referencia constatados
por ensayos interlaboratoriales, asi como curvas positivas para el gen interno COX de
los citricos en todas las muestras, validando los resultados obtenidos en las muestras
analizadas.

Se ha participado de una visita técnica a la estacion experimental de la
multinacional Syngenta, en la ciudad de Holambra, Brasil. En esta visita se ha entrado
en conocimiento de la problematica actual que existe en Brasil en soja, con la
enferemdad causada por el hongo Digporthe spp. La enfermedad consiste en
podredumbre de vainas y granos, decaimiento de semillas v rotura de la planta por
fragilidad de los tallos, siendo un problema de alta incidencia actualmente en Brasi
especialmente en estados limitrofes con el Paraguay.

Este mes en el Laboratorio de Sanidad Vegetal y Biologia Molecular se han
detectado las especies Digporthe longicolla y Digporthe euckeri en cultivos flngicos
provenientes de soja remitidas por el consultor de SENAVE Wilfrido Marel. Los cultivos
fueron reaislados en los laboratorios en medio PDA v los micelios fueran extraidos para
su analisis molecular. EI método utilizado se basa en la secuenciacién genémica de
regiones genéricas correspondientes a hongos, para determinar la especie del
microorganismo por blsquedas de homologia de secuencias en las base de datos
dispanibles en el GenBank del National Center for Biotechnalogy Information (NCBI). Las
regiones amplificadas utilizando primers genéricos fueron el ITS (White et al, 1990), el
gen de lacaimodulina CAL y el gen del factor de elongacion 1 alfa EF 1a (Udayanga et al,
2014),

Luego de la amplificacién de dichas regiones se procedio a la secuenciacion de
los fragmentos La secuenciacion fue realizada integramente en los laboratorios del
SENAVE, con excelentes resultados obtenidos en cuanto a calidad de las secuencias y
aintensidad de las senales.
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Aislado1: Diaporthe ueckeri

Diaporthe ueckeri isclate 17-DIA-124 translation elongation factor 1-alpha (tef1-alpha) gene, partial cds
Seguence (: MKS41297.7 Length: 348 Number of Matches: 1
2eg 1 more titlels) ~ Ses all dentical Prateing

Ranga L: 71 to 338 {3:nBan

513 bits(274) de-121 27B1278(100%) 0/27B(0% Plus/Plus

Query 1 CGTTGLL! GTGCGCTGTCTGCGACCC_!'CGTCACACCCGTCAAGGCA‘I‘I‘I'I’EACCE CTCCC 6@
sbict 71 et H A B S 56
Query 61 TCTGEM'[TTCCA‘I'I'ETCAGTGCGGETGEEGGGTGCGCTI’ATCAGGCCGCITATCT 120
R vt it
Query 121 ATCAAACCCTGT(GCACC"'C'TGCCA[CCTTEACCAGTGACACACCAATAGCGTCAE 180
soscr 101 chiblMLCHULULY 4&&éAécé4+&Léélé%&&éléiééil+£&é&%&l&++% 250
Query 1B1 CATTCCEATTIGWGCTECAGGAAGCTTTTT

svier 251 AL ORI o

Query 241 C(TACACAGCCGCCGAGCTGGGTAAGGGTTCCTTCAAGT

sorer =11 UMM IUTIINT 2o
Aislado2: Diaporthe longicella

Diaporthe longicolla strain D77 translation elongation factor 1-alpha (tsf1) gene, partial cds
Seyuence 1D: DRIGE532.7 Longth: 378 Number of Matches: 1

Range I: 7210 367 JonBanz Gmahice

;:;:mts(z*?!: 5&‘“1‘;1 -2:9‘5:’;;51 !.B-DQ ;}’;;Gw“v] . :[;?T"Iﬁ

e it
Moy i ittt it it
Query 121 TCAGGCCGCTTATCTCACACATCAACCCT! CTTTACCACTGTTCGCCAGTGA 188

kg il .
see 22 WU TATERR

Query 241 AMTCAIGCTGAETCTTTCTACA(AECCECCGAGﬂGGGTMGGGTTC[TTCAAGT 296

sbice 312 Abkr &LHHAAHCMMCLH&é&éé&éléHééHMaéaHéH&l& 37

g
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Aislado3: Diaporthe ueckeri

Diaporthe ueckeri strain FDACS-DP! LIST 08292024-8769 transiation elengation factor 1-alpha (EF1-2) gene, partial cds
Sequence [0: PQ435400.1 Length: 362 Numbar of Matches: 1
Range 1: 1 to 208 Gonfans Sophics

Sonre Lxpact feuntities Gapu

Strand
558 bils(308) 7e-158 308/308(100%) 0/308(0%) Plus/Pius
Query 1 ATCGAGAAGTTCGAGAAGGAAGGTTAGTAAATATCACTACATGTGCTGCTTGCGLT

s 1 W T Ty -

ottt o
Ouery 121 CGTCAAGBCATTTTCACCCCTCCCTCTGGATTTTCCATTTTCAGTGLGGETGCGGG6TGC 188

sbjer 121 EHM&&AH-MécéMH&%&A#H&UHA&L&&&&&&ééééH&é 190
Query 181 GCWAT{.‘AEGCCGCTTATCTCACACATCMACC(TGTEGCACCTCTGCCACCCTT CA 240
Sbict 181 éHH&&J.-&ééHMH&MM%:ALCJ;HH&&HHTH&é&écéHéMéi 240
Query 241 GTGAEACACEAATAGCGTU\C'ITTCATTCi.CATI’TGTTGCTEEAGGMGCITHT 300
sojer 241 H&Lb&éa&U.AH&&HJHH&LHH&HH&&&A&M&H—M&M& 300
Query 301 GTTCGAAA 308

Sbjct 301 H‘“ém 308

Las secuencias asi obtenidas se sometieron a la bisqueda de homologias
genomicas en el GenBank del NCBI. Se confirmé de esta manera que 2 aislados
corresponden a Digporthe euckeriy 1 aislado a Digporthe longicolia,

Este mes se realizd el diagéstico malecluar del virus Cowpea Mild Mottle Virus
que afecta a varias especies, entre ellas también la soja. Este virus en estatus
Cuarentenario fue alertado a los laboratorios y se ha puesto a punto la técnica para
deteccion molecular. Debido a su naturaleza biotréfica, los virus no pueden ser aisladas,
por lo gue los procedimientos de anélisis moleculares se realizan directamente sobre
tejido vegetal, en este caso hojas de soja. Este virus se encuentra presente en los
estados brasileros limitrofes con Paraguay v es transmitido por Bemisia tabaciy otras
moscas blancas.

El método utilizado se basa en la técnica de RT-PCR, amplificando regiones
gendmicas especificas del patbgeno, para determinar la presencia o ausencia del
organismo causal en el tejido vegetal analizado. En el diagndstico se utilizan primers
especificos para RT-PCR convencional (De Marchi et al., 2017).

Luego de los ajustes metodoldgicos vy puesta a punto de la técnica se han
analizado las primeras muestras. Se ha detectado el Cowpea Mild Mattle Virus (CpMMV)
en muestras de soja remitidas por las Oficinas Regionales de Itapda Sur e ltapua Norte,
con numeros de ingresos 4303/25 y 4452/25, respectivamente.

4303/25 445‘2125
Marcador | 4 1 T 1
100 bp R1 R2 R3 R1 R2 R3 Sojasana CNeg

SRR RS BTy e




Se procedit ademas a la secuenciacion de uno de los fragmentos amplificados
por método SANGER, con el cual se cuenta en nuestros laboratorios. Los resultados
demuestran que la secuencia del fragmento amplificado se corresponde con las
secuencias del Cowpea Mild Mottle Virus (CpMMV) registradas en el GenBank,
confirmando asi la deteccion de este virus.

£ = B1_4303CpMMVR_20250610_121717.ab1 Q‘__'
;r:f.j-:-c: ccfc*ﬂa:z;.r'.rfﬁ';:::c tazrrrTeTriceancEaz o geC TR AGE T EATE TTG gc fizzficerr tar¢_c‘;-:cr:7

NN lﬂ ,\f';',‘ | i ‘Wifl. | | /’
L e i il _,J U il

Cowpea mild mottle virus clone BP1:2 coat protein (ORF5) gene, complete cds
Sequence ID: MW656859.1 Length: 867 Number of Matches: 1

Range 1: 119 to 405 GenBank Graphics

Sicre o Expect . ldentities Gaps Strand
420bits(227)  7e-113  257/287(90%) 0/287(0%) Plus/Minus

aset w0 oML BT o,
ROt ity i
et 25 ol A He Ao e e
et 25 AN L CE o

Query 241 ACTCTGAGTTTTCCTTAAGAAAGCCCTCAAATCATCCAACCTCTTTT

svsce 105 AMLLACHHICAUSHCHUH LI e

Se ha publicado la secuencia del aislado T3R6 de Spiroplasma kunkeliien la base
de datos del GenBank bajo la accesién Nro PV776889. Los trabajos relacionados a
Spiroplasma kunkelii estan siendo sometidos a publicacién en una revista de alto
impacto. Se anexa el reporte de la secuencia publicada en el GenBank.

En el siguiente periodo se continuaran los trabajos bajo las directrices del
Laboratorio de Sanidad Vegetal y Biologia Molecular v de la Direccidn de Laboratorios,
en lo que respecta a diagndstico molecular y puesta a punto de otras metodologias de
diagnostico molecular de interés nacional, v otros trabajos relacionados con el avance
cientifico tecnolégico.

_ _Blogecn, g;q.f.,_,,,,jg@
Dr.'Ing. Agr. Marcelo Alborno for/@f
Consultor
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