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ASUNCION, 17 DE DICIEMBRE DE 2025

CONSULTORIA EN EL AREA DE BIOLOGIA MOLECULAR DEL
SERVICIO NACIONAL DE CALIDAD Y SANIDAD VEGETAL 'Y DE SEMILLAS

Informe Ejecutivo Noviembre de 2025

Durante el mes de Noviembre de 2025 se han realizado los trabajos de
consultoria segln las directrices de la Direccion de Laboratorios vy el Laboratorio de
Sanidad Vegetal y Biologia Molecular.

Respecto a los trabajos realizados, en este tiempo se realizo el diagnostico de
23 muestras de citricos para analisis de la enfermedad de HLB, causada por las
bacterias Candidatus Liberibacter asiaticusy Candidatus Liberibacter americanus.

Se ha realizado el analisis de deteccion del complejo de Pineapple Mealybug
Wilt-associated Virus (PMWaV) en 9 muestras de pina.

se realizd el diagndstico molecular en 21 muestras de banano para los hongos
Mycosphaerella musicolay M. fijiensis, causantes de la enfermedad de Sigatoka amarilla
y negra respectivamente.

Se realizo el diagostico molecluar del virus rugoso del tomate o Tomato Brown
Rugose Fruit Virus (ToBRFV) en 14 muestras de tomate, ademas de analisis de
presencia de miembros de la familia Geminivirus y del género Orthotospovirus.

Se ha trabajado en la puesta a punto de la extraccion de ADN, PCR vy
secuenciacion de fragmentos de nematodos. Fueron analizadas 5 muestras
correspondientes a identificaciones morfologicas de hembras compatibles con el
género Meloidogyne. Para la extraccion del material genético se siguio la metodologia
propuesta por Morindya et al. (2023) con CTAB, para lo cual se centrifugaron los
especimenes a 5000 RPM por 10 minutos v el conglomerado de especimenes se
congeld a -80°C durante 1 hora para proceder a la trituracion con micropistilo. Se
procedio a la extraccion de DNA utilizando el método de CTAB-cloroformo modificado
con Proteinasa K segtn procedimiento PRO-DLSVBM-313. El control de calidad se
realizd mediante fluorometria en un fluorometro Quantus® de Promega, utilizando el
kit QuantiFluor® ONE dsDNA Dye. Las concentraciones de DNA fueron registradas v
estuvieron entre 0,02 y 0,1 ng/ul. Se realizaron reacciones de PCR de dos regiones
ubicadas en el gen 18SrRNA utilizando los pares de primers MMSF-MMSR vy
NemFopt-18Sr2bopt descritos previamente en los trabajos de Ficetola et al. (2024) y
otros autores. Se han obtenido fragmentos compatibles con el tamano esperado para
MMSF-MMSR (500 pb) como se observa en la Figura 1. Ademas también se han
obtenido bandas en la PCR correspondiente al fragmento de amplificacion por
NemFopt-18Sr2bopt. Se ha procedido a realizar la secuenciacion por método Sanger
de los fragmentos en 4 muestras y se han obtenido buenas calidades de secuenciacion
(Figura 2) y han dado como resultado altas homologias con varias especies del género
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Meloidogyne, siendo necesaria la secuenciacion de otra region para realizar un analisis
multilocus de secuencias (MLSA) y asi poder intentar definir las especies.

Figura 1
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Description Scientific Name

Meloidogyne incognita isolate Faheem 2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed... Meloidogyne inc... 942 942 100% 00 99.61% 2450 PX642683.1
Meloidogyne incognita isolate RK19 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spa... Meloidogyne ing... 942 942 100% 00 99.61% 2226 MF177719.1

Meloidogyne javanica isolate Mj3.2 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence Meloidogyne jav... 942 942 100% 00 99.61% 1602 MN547326.1
@ Meloidogyne incognita voucher 15-26571 18S ribosomal RNA gene, partial sequence Meloidogyne inc... 942 942 100% 00 99.61% 1548 KP901060.1
@ Meloidogyne incognita isolate RK3 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence Meloidogyne inc... 942 942 100% 00 99.61% 1704 ME177712.1
incognita 18S ribosomal RNA gene, partial sequence Meloidogyne inc... 942 942 100% 00 99.61% 1625 KUS78066.1
Meloidogyne incognita strain Melolnc3 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence Meloidogyne ing... 942 942 100% 00 99.61% 1654 EU669940.1
Meloidogyne javanica voucher VW4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence Meloidogyne jav... 942 942 100% 0.0 99.61% 2309 KP901063.2

Meloidogyne incognita isolate RK12 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spa... Meloidogyne inc... 942 942 100% 0.0 99.61% 2226 MF177714.1
Meloidogyne incognita isolate RK16 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spa... Meloidogyne inc... 942 942 100% 0.0 99.61% 2226 MF177717.1

Meloidogyne javanica isolate Mj3.1 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence Meloidogyne jav... 942 942 100% 00 99.61% 1502 MN547325.1
Meloidogyne incognita isolate 1 small subunit ibosomal RNA gene. partial sequence Meloidogyne inc... 942 942 100% 00 99.61% 603 MWO12417.1

Meloidogyne incognita voucher RT126 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed s. . Meloidogyne inc... 942 942 100% 0.0 99.61% 1815 MK102779.1

Meloidogyne incognita isolate MI1 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence Meloidogyne inc... 942 942 100% 00 99.61% 987 MWS537820.1
Meloidogyne javanica isolate XJ1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Meloidogyne jav... 942 942 100% 0.0 99.61% 1650 ON123411.1
Meloidogyne incognita isolate RK13 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Meloidogyne inc... 942 942 100% 00 99.61% 1704 MF177715.1
Meloidogyne javanica isolate Mj3.4 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence Meloidogyne jav... 942 942 100% 00 99.61% 1620 MN547327.1

Figura 2

En vista al primer reporte del Tomato Yellow Leaf Curl VVirus en Brasil (Anexo
documento) se ha procedido a poner a punto la metodologia aplicada se basa en PCR
desarrollada por Pico et al. (1998) utilizando los primers TYLCV-501/518 y TYLCV-
1159/1178, con las cuales se obtienen fragmentos de unos 670 pb. Este desarrollo
sera Gtil para la deteccion de este virus con fuerte presion de ingreso y riesgo de un
cultivo de importancia para la produccion nacional y para el pequeno agricultor. Se
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propone aumentar los controles de incidencia de este y otros virus en tomate y otras
solanaceas para verificar su dispersion y establecimiento.

Se ha realizado el analisis molecular de eventos transgénicos en 15 muestras
de soja, maiz y algodon, seglin las metodologias oficiales propuestas por la JRC. Se han
analizado diferentes eventos segln las variedades declaradas en los formularios,
entre ellas se encuentran: GTS40-3-2, MON87701, MON89788, MON87708,
MON87751 (soja), MIR162 (maiz), MON531 y MON1445 (algodon). Al momento los
analisis siguen siendo procesados.

En el siguiente mes se continuaran los trabajos bajo las directrices del
Laboratorio de Sanidad Vegetal y Biologia Molecular vy de Ia Direccion de Laboratorios,
en lo que respecta a diagnostico molecular y puesta a punto de otras metodologias de
diagnadstico molecular de interés nacional, y otros trabajos relacionados con el avance
cientifico tecnolagico. El informe detallado de los trabajos es de caracter confidencial

y consta en la Direccion de Laboratorios.
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