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COMUNICACION

Evaluacion de la técnica de amplificacion
por recombinasa y polimerasa (RPA) para la
deteccion de begomovirus presentes en
cultivos de soja y poroto en Argentina

Reyna, P. y Rodriguez Pardina, P.

RESUMEN

Los métodos tradicionales de diagnostico son inespecificos para la
identificacion de begomovirus. Actualmente se usan técnicas moleculares, que
requieren equipamientos sofisticados o procedimientos complejos. La técnica
de amplificacion mediante recombinasa y polimerasa (RPA) es similar a la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), sensible, especifica, pero opera
a temperatura constante. Con el fin de evaluar la utilizacién de esta técnica
para la deteccion de begomovirus presentes en soja y poroto en Argentina,
se disefaron iniciadores especificos. Se probaron inicialmente por PCR, con
clones de virus detectados en el pais, y se logré amplificar una banda de 371
pb. La RPA se llevo a cabo con el Twist Amp® Basic kit utilizando muestras
de soja y poroto, sanas y enfermas y malezas infectadas. Se probaron dos
métodos de conservacion de muestras: hojas liofilizadas y hojas mantenidas
a -70 °C; y dos de obtencion de ADN: CTAB y molido de la muestra en 0,5M
OHNa. Lareaccion se incubd a 37 °C durante 30 min, y luego a 65 °C durante10
min. Se visualizaron bandas del tamafio esperado en plantas infectadas y no
en testigos sanos. No hubo diferencias segun los métodos de conservacion
de material ni con los de extraccion de ADN utilizados. Se logré ajustar la RPA
para la deteccion de begomovirus en cultivos de soja y poroto de Argentina.
Palabras clave: Glycine max, Phaseolus vulgaris, amplificacion mediante
polimerasa recombinasa.
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SUMMARY

Traditional diagnostic methods are non-specific for begomovirus identification.
At present molecular techniques are used, which require sophisticated
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equipment or complex procedures. The Recombinase polymerase amplification
technique (RPA) is similar to the Polymerase chain reaction (PCR), sensitive
and specific, but operates at constant temperature. In order to evaluate the
use of this technique for the detection of begomovirus present in soybeans
and beans in Argentina, specific primers were designed. They were initially
tested by PCR, using clones of the different begomoviruses detected in our
country and a 371pb band was successfully amplified. RPA was carried out
using the Twist AMP ® Basic Kitto test soybean, bean and weed infected
samples, as well as healthy soybean and bean controls. Two conservation
methods were tested: lyophilized leaves and leaves maintained at-70 °C; and
two DNA extraction methods: CTAB and crude extract grounded in OHNa 0.5M.
The reaction was incubated at 37 °C/30 min. and at 65 °C/10 min. Bands of the
expected size were visualized in infected samples, and not in healthy controls.
There were no differences in the results due to either method of conservation or
DNA extraction. RPA technique was successfully optimized for the detection of
begomoviruses infecting soybean and bean crops of Argentina.

Key words: Glycine max, Phaseolus vulgaris, Recombinase Polymerase
Amplification.
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INTRODUCCION

La familia Geminiviridae esta constituida por
virus vegetales con genoma conformado por uno
o dos componentes de ADN de cadena simple
(scADN) de aproximadamente 2500 pb (Fauquet et
al., 2008). Esta familia se divide en nueve géneros,
de acuerdo al rango de hospedantes, vector,
composicion del genoma viral y nivel de homologia
de nucledétidos (Zerbini et al., 2017). En el género
Begomovirus se incluyen virus que infectan
dicotiledéneas y son transmitidos por la mosca
blanca Bemisia tabaci (Hemiptera, Aleyrodidae) de
manera circulativa. Este género, con méas de 300
especies descriptas, es el mas importante y retne
a algunos de los virus mas devastadores de las
regiones tropicales y subtropicales, entre los que
podemos mencionar al African cassava mosaic
virus (ACMV) en Africa, Bean golden mosaic virus
(BGMV) en América y Tomato yellow leaf curl virus
(TOYLCV) en Africa, América, Asia y Europa (Inoue-
Nagata, Lima y Gilbertson, 2016).

En Argentina, especialmente en la region del

noroeste (NOA), se han detectado numerosas
especies de begomovirus infectando cultivos de
soja (Glycine max) y poroto (Phaseolus vulgaris),
entre ellas BGMV, Bean dwarf mosaic virus
(BDMV), Tomato yellow spot virus (ToYSV), Soybean
blistering mosaic virus (SBIMV), Sida golden
mosaic Brazil virus (SiIGMBRV), Tomato yelllow
vein streak virus (ToYVSV), Euphorbia mosaic virus
(EuMV) y Tomato mottle wrinkle virus (ToOMoWrV).
Varios de estos virus se encontraron, ademas, en
malezas y especies silvestres que actian como
reservorios (Laguna, Fiorona y Rodriguez Pardina,
2009; Rodriguez Pardina, Hanada, Laguna, Zerbini
y Ducasse, 2011; Avalos, Laguna y Rodriguez
Pardina, 2016).

La deteccion répida y especifica de los
patégenos vegetales es un aspecto importante
para el correcto manejo de las enfermedades. Los
métodos tradicionales como rango de hospedantes
y serologia son muy utilizados en la detecciéon de
numerosas especies virales. De hecho, la técnica
serolégica de ELISA, utilizando anticuerpos
monoclonales, ha sido empleada para la deteccion
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de varios geminivirus como BGMV (Cancino et
al., 1995), ACMV (Givord et al., 1994) y Tomato
leaf curl virus (ToLCV) (Devaraja et al., 2004). Sin
embargo, la deteccion especifica de begomovirus
mediante serologia tiene ciertas limitaciones; por
un lado existe una estrecha relacion seroldgica
entre los distintos miembros del grupo, por lo
que la produccion de antisueros especificos
para geminivirus, resulta complicada. Ademas, la
concentracion de virus en la planta es muy baja,
razén por la cual su purificacion se ve dificultada.
Por otra parte, las particulas tienen escasa
capacidad inmunogénica y la concentracion de
anticuerpos especificos obtenidos también es
baja, por lo que con frecuencia, los sueros resultan
poco aptos para su empleo en la técnica de ELISA
(Kushwaha, Singh, Chattopadhyay y Chakraborty,
2010). Por todo ello, las pruebas mas utilizadas en
la deteccion e identificacion de geminivirus son:
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés) (Deng, McGrath, Robinson,
Harrison, 1994; Potter, Nakha, Mejia y Maxwell,
2003; Rojas, Gilbertson, Russell y Maxwell, 1993)
e hibridacién de &cidos nucleicos (Hajimorad et
al., 1996; Rivas Platero y Lastra, 1993; Rodriguez
Pardina et al., 2011). La técnica de PCR es
altamente especifica, rapida, sensible, pero posee
algunas desventajas para su utilizacion a gran
escala como es la alta frecuencia de aparicion de
falsos positivos o falsos negativos; lo primero es
debido fundamentalmente a contaminaciones en
los reactivos e instrumental, facilmente detectables
por la alta sensibilidad del método; mientras que
los falsos negativos se originan, principalmente,
por la presencia de sustancias inhibidoras en
ciertos extractos vegetales. Aparte, tanto para
PCR como para las sondas de hibridacion
molecular, se requieren equipos sofisticados, que
no estan siempre disponibles en los laboratorios
de diagnostico.

Algunas de las desventajas del PCR fueron
subsanadas con el desarrollo del Loop mediated
isothermal amplification (LAMP), una técnica que
posee una sensibilidad y especificidad similares
a las del PCR. Mediante este método se puede
amplificar ADN bajo condiciones de temperatura
constante (65 °C), lo que permite el uso de
equipos de bajo costo. Pero entre sus desventajas,
podemos mencionar que requiere de cuatro a seis
cebadores, que en general son dificiles de disefiar.
Ademas, al igual que la PCR, necesita extractos de
ADN libres de contaminantes (Fukuta et al., 2003;
Kapoor et al., 2017).

Piepenburg, Williams, Stemple y Armes (2006)

desarrollaron una nueva tecnologia denominada
Recombinase polymerase amplification (RPA), que

fue introducida por TwistDx Ldt (Reino Unido). En
la RPA, la amplificacion de fragmentos especificos
de ADN se logra a través de una combinacion de
proteinas (gp32, usvX'y usvY) y la enzima Bacillus
subtilis DNA polimerasa |, en presencia de ATP y
un agente quelante (generalmente polietilenglicol
de alto peso molecular) (Lobato y O’Sullivan, 2018;
Valasevich y Schneider, 2017). El producto de
RPA puede ser visualizado en geles de agarosa
después de la purificacion o desnaturalizaciéon de
las proteinas involucradas en el proceso, aunque
también existen métodos alternativos como
fluorescencia y/o hibridacion (Mekuria, Zhang vy
Eastwell, 2014; Silva, Boémer, Nkere, Lava Kumar
y Seal, 2015; Zhang et al., 2014). Este método
tiene una serie de ventajas con respecto a los
mencionados anteriormente. En primer lugar, todo
el proceso de amplificacion se completa en 20
minutos, a temperatura constante entre 25y 42 °C.
Ademas, se ha comprobado que la enzima utilizada
no es sensible a la presencia de inhibidores en
el extracto de ADN, por lo que se pueden usar
métodos mas sencillos de extraccion de acidos
nucleicos. Se han citado numerosos trabajos de
la aplicacién de esta técnica para la deteccion
de patégenos vegetales, entre ellos podemos
mencionar Little cherry virus 2 (LChC2) (Mekuria
et al., 2014), Plumppox virus (PPV) (Zhang et al.,
2014), Banana bunchy top virus (BBTV) (Kapoor
et al, 2017) y Candidatus Phytoplasma mali
(Valasevich y Schneider, 2017). Recientemente,
se ha publicado un articulo en el que se describe
la utilizacion de RPA para la deteccion de tres
begomovirus: Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMV), Tomato mottle virus (ToMoV) y TYLCV.
En este, se menciona el disefio de oligonucledtidos
especificos para cada uno de los virus evaluados
(Londofio, Harmon y Polston, 2016). El obijetivo
del presente trabajo fue evaluar la posibilidad
de utilizar la técnica de RPA para la deteccion
inespecifica de los begomovirus que afectan a los
cultivos de soja y poroto de Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con plantas de soja (S12) con
sintomas de clorosis y ampollado generalizado,
poroto (P118) con bajo porte, acortamiento de
entrenudos, ampollado de hojas y mosaico dorado
generalizado. También se incluyd la maleza
(Leonurus sibiricus) con clorosis internerval vy
mosaico célico (M7). Todas las muestras fueron
recolectadas durante la campafia agricola 2016
y mantenidas a -70 °C vy liofilizadas. Estas fueron
previamente analizadas mediante hibridacion
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molecular con sondas especificas para las
diferentes especies de begomovirus citadas en
el pais, de acuerdo al protocolo descripto por
Rodriguez Pardina etal. (2011). Segun esta técnica,
la muestra S12 estaba infectada con SBIMV, P118
con BGMYV, mientras que M7 tenfa una infeccion
mixta entre cuatro virus ToYSV, ToYVSV, ToMoWrV y
SiGMBRV. Ademas, como controles negativos, se
emplearon plantas sanas de soja y poroto.

Para la extraccion de ADN fueron utilizadas tanto
las muestras liofilizadas como las conservadas a
-70 °C, evaluando dos métodos de obtencion de
ADN: extraccion con CTAB (Doyle y Doyle, 1987)
y homogenizacion con hidréxido de sodio, de
acuerdo al siguiente protocolo: se molié material
vegetal en 0,5N OHNa, en relacion 1/3 (p/v) para
el caso de muestras mantenidas a -70 °C y 1/18
(p/v) para las liofilizadas. Los extractos crudos
fueron clarificados por centrifugacion a 12.000 rpm
por 3 min y se recolecté el sobrenadante para ser
empleado en el ensayo (Londofio et al., 2016).

Se disefiaron oligonucledtidos que hibridan en
una region conservada de la céapside proteica de
los begomovirus (Figura 1). Segun lo recomendado
para RPA (Piepenburg et al., 2006), los iniciadores
eran > 29pb, ricos en GC en el extremo 3°, en el
5’contenian pirimidinas y amplificaban fragmentos
menores a 500 pb (Tabla 1).

En una primera instancia, los oligonucledtidos
fueron evaluados mediante PCR, utilizando como
ADN molde, clones de SiGMBRV, BGMV, ToYSV,
ToYVSV y ToMoWrV y agua como control negativo.
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en
un volumen final de 25 pl, conteniendo: 5 pl de
tampon de PCR 5X; 1 pl de cloruro de magnesio
2,5 mM; dNTPs mezcla 2,5 mM concentracion
final; 1 pl de iniciadores (10uM), mas una unidad
de Taq polimerasa (Promega Corporation Madison,
Wisconsin, Estados Unidos) y 1 pl (600 ng a 1 pg)
de ADN molde. Las condiciones de PCR fueron las
siguientes: una primera etapa de desnaturalizacion
de 95 °C por 2 min; una segunda etapa de 35 ciclos
de: desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, hibridacion
a 60 °C por 30 s; y extensiéon a 72 °C por 1 min,
mas una etapa final extension a 72 °C por 5 min.

Los productos de PCR se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa (2% p/v), tefiidos
con Gel Red. Biotium™ (2,5X), a fin de verificar la
presencia de banda del tamafio esperado.

El ajuste del RPA se hizo con el Twist Amp®
Basic kit, de acuerdo a las especificaciones
del fabricante (TwistDx limitated, Cambridge,
Reino Unido). En este caso se probaron las
muestras S12, P11y M7, y los controles negativos
previamente descritos. Cada reaccion se llevd a

cabo en un volumen final de 50 pl, que contenia
29,5 ul de tampodn de rehidratacion; 2,4 pl de
iniciadores Fw y Rv (10 pM); 2 ul de ADN molde;
11,2 ul de agua y 2,5 pl de acetato de magnesio
280 mM. Se evaluaron dos tiempos de incubacion
a 37 °C: 40 y 30 min y, en ambos casos, segun
lo sugerido por Londofio et al. (2016), se realizd
una segunda incubacion a 65 °C por 10 min para
degradar las proteinas contenidas en la reaccion
de amplificacion. Los amplicones se visualizaron
por electroforesis, de acuerdo a las condiciones
especificadas anteriormente.

RESULTADOSY DISCUSION

Con la técnica de PCR se pudo amplificar la
banda de tamafio adecuado (371 pb), para todos
los clones evaluados (Figura 2), comprobandose
que los iniciadores disefiados son capaces de
detectar estas cinco especies de begomovirus.

Cuando se aplicé la técnica de RPA se
visualizaron, entodos los casos, bandas del tamafio
esperado (371 pb) en las plantas infectadas y no
en los testigos sanos. Si consideramos que las
muestras evaluadas estaban infectadas, ya sea en
forma simple o multiple, con al menos seis virus
distintos, pudimos comprobar que mediante esta
técnicaes posible detectar diferentes especies, con
un solo par de oligonucledtidos, aun considerando
que en el disefio de los mismos, especialmente el
Rv, se observan varios nucledtidos no coincidentes
en las secuencias alineadas (Figura 1). Este hecho
es consistente con lo reportado por otros autores,
que observaron que la RPA puede tolerar hasta
nueve cambios en la secuencia de los iniciadores,
permitiendo la deteccion de diferentes razas de
virus (Lobato y O’Sullivan, 2018) o, como en este
caso, diferentes especies virales, que compartan
una region relativamente conservada.

Por otro lado, se observé que no hubo diferencias
segun los tratamientos (muestras liofilizadas o
mantenidas a -70 °C) ni con los dos métodos
de extraccion utilizados (Figura 3). Tampoco se
encontraron diferencias cuando se probaron
los dos tiempos de incubaciéon (resultados no
mostrados), por lo que se recomienda, para ahorro
de tiempo, incubaciones a 37 °C por 30 min.

El RPA ha sido ampliamente usado para la
deteccion de numerosos patdgenos en humanos
y animales (Bonney et al., 2017; Boyle et al., 2013;
Gao, Jiang, Wang y Wei, 2018; Kim y Lee, 2017,
Law et al., 2018; Wang, Liu, Wang, Pang y Yuan,
2018), y mas recientemente para enfermedades en
plantas, incluyendo la deteccion de begomovirus
(Londorio et al., 2016) y, como ya se ha mencionado,
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BCMWV seq AACAGGCCTATGTACAGGRAAGCCCAGGAT ATAT CRARCGTTARGAGRCCCTGATGTTCCR
FuMV_seg AACAGGCCCATGTACAGGRAGCCCAGGTT CTACCGCAT GTT TAGAAGCCCAGRCGTTCCT
SBIMV seq AACAGGCCCATGTACAGGRAGCCCAGGAT CTAT CRCAT CTGGAGAGRTCCAGRT GTTCCT
ToMalT_seq AACAGGCCCATGTACAGGRAGCCCAGRATTTAT CGTACGTT GAGAGECCCAGRT GTTCCT
ToYVSV =seq AACAGGCCCATGT ACAGGRAGCCCAGRAT TTAT CRTACGTT GAGAGRCCCAGRT GTTCCT
SiBrV seq AACAGGCCCATGT ACAGGRAGCCCAGGAT ATAT MGGACGCT GAGGACGCCTGAT GTTCCT
ToYSV_seq AACAGGCCCATGTATAGARAGCCCAGGATATAT CGTACGCT CAGRRCGCCCEATGTTCCT
Fuw
BCHMV seq CEEEGECT GIGRAGGCCCATGTAAGEIACRGTICATATGRACRACGRCATGAT GTGTICCCAT
E'JI-I‘.?’:.seq AAGGRGETGCGALMGGGECCTTGTALAGT CCRATCATACGAGTCTCATCAT GACGTATCCCAT
SB1MV seq AGAGGET GIGRAGGTCCTI GTAMGET CCAGTICGTACGRGCAGCGT CATGRCRATCICT CAC
ToMoWE_seq AAAGGAT GTGALMGGCCCATGTALGRT CCAGTCCTACGAGCAGOGTCATGACATCTCTCAT
ToYV5V =seq AR AGGET GIGRAGGCCCATGTAAGGI CCAGICT TACGRGCAGCGT CATGRCAT CICT CAT
SiEIV_Eeq AGAGGCT GTGAAGGCCCAT GTAAGET CCAGTCCTACGRGCAGCET CATGACRTTICT CAT
To¥Y5V seq AGAGGCT GTGRAGGGCCCTETRAGET CCAGTCCTACGRGCRAACGT CACGATAT CTCCCAT
BCMV_seq GTTRGEAAGGTTATGTGTGTATCTGAT GT GACAAGAGGTAATGGTAT TACCCATCGTGTA
EuMV seq GITGGCALGETGRTATGTGTATCCGRCOGI GRCACGEGECARCEETATTACGCATCEGIGIG
salbﬁ_seq GTTEGCARAGTCATGTGCGT T TCT GACGT GACACGTGETAACGGTATTACCCACCGCGTT
ToMoWr =seq CTTGGCRAGETGR T GTGTATCIC T GATAT CACACGT GETART GETATTRACACATCGTIGIT
ToY‘.’S\T:.seq CTTGGEAGETGRT GTGTATCTC T A TAT CACACGT GETART GETAT TACACACCETGIT
SiBrV seq GTGEGCAAGETGRT GTGTATATCTGATCT GRACACGRAGETARTGEGTATTACCCATCGTGTT
ToYSVZseq GITGGERAGETIAT GTGTATATCTGATAT TACT CGCGECARCEETATTACT CACCETIGIC
ECHV seq GERALRALCGTITITIGIGITARGICIGITIATAT ITTAGGTARGRTATGGAT GEGACGRARRT
EuMV seg GGIARGCGTITCTGCGTTAAGT CIGT GTACAT TATAGGGARGETATGGAT GELT GAGRCC
5311-1?_seq GETARGCGTITITGIGITARGTCCGI GTRACAT ITI GEGGARGAT ATGGAT GGACGRGART
ToMcoWr =seqg GGTARGCGTITTTGTGT TRAAGTCCGT GTACAT TTTAGGGAAGAT ATGGAT GELCGARRLT
TUYVSV:.seq GETARAGCGTITITGIG I TARGTI CCGT GTACAT T TTAGGGARGATATGGAT GGACGRARART
SiBrV seqg GGTARGCGTITCTGTGTTAAGTCTGTATATAT TTTAGGTARGAT ATGGAT GELCGAGALT
TUYSV:seq GETARGCGTITCT GG I TARGTCCGI GTACAT TTTAGECARGETATGGAT GEGACGRGART
BCHV seg LATCAAGTTGRAGRACCACACGAACAGT G GAT GTT TIGGTTAGT CAGAGRT CGTAGRACCG
E'.JHV:S eq ATCARAGTTGRARGRACCACACGRATAGCGICAT GTITTGGIIGEI TAGRGRT CGTCGACCA
SBIMV seq ATCAAGTTGRAAGAACCACACCAACAGCGT CAT GTTCTGGTT GGT GCGAGAT CGTAGRACCG
ToHoWE_seq ATTAAATTGRAAGRACCACACGRACAGCGICATTTICTGGTTI GET CAGGEGAT CGGAGACCE
ToYVSV =eq ATTARATTGRAGAACCACACGAACAGCGT CATTTTCTGGTT GGT CAGGEAT CGGAGRACCE
SiEIV_Eeq ATCRAGTTARLCGRACCRACACGRACAGTGICAT GTICTGGTI GET CAGRGRT CGTAGACCT
ToYSV_seq ATCAAGCTCAAGAACCACACGRAACAGCTGCAT GTTCTGATT GAT CAGGRACCGTAGACCC
BCMWV seq TATGGTACTCCTAT GRACT TTGGTCARGTTTTTAATAT GTT TEACAAT GAACCCAGTACT
FuMV_seg TATGGTACTCCTATGRACTT CGGTCAAGT GTT CAACAT GTTCGACALCGRAACCCAGTACAE
SBIMV seq TATGGEACACCTATGRATTTTGGCCAGGT GTTCAACAT GTT TRACART GAGCCTAGCACT
ToMolT_seq TATGGGEACCCCTATGRATT TTGGCCARGTGTTTAATAT GTT TEAT AT GAGCCTAGTACT
ToYVSV =seq TATGGGEACACCTATGRATTTTGGCCAAGT GTT TAATAT GTT TEATAATGAGCCTAGTACT
3iBrV_seq TATGGTACCCCEATGRATTTTGGCCAGGT GTTCAACAT GTTCRACARCGAGCCTAGCACT
ToY5V_seq TATGGRACGCCART GEATI TIGGCCARGT GTT CAACAT GTT CERACARCGAGCCCARTACT
BCMV seqg GCTACTGT TAAGRACRATCTTCGTGATCGTTTTCAAGT TATGCAT AR ATT CTAT GGARAG
FuMV_seq GCTACCGTGRAGARCRAT CTCCGOGATCGCTTCCAAGT GAT GCACAAGTT TTACGCGRALG
SE1MV =eq GCTACCGTGRAAGRACGATCTICGEERCCET TACCARGTART GCATAAGTI TTATGCARAG
ToMoWr seq GCCACTGTGRAGARCRATCTTCGTGATCGCTACCARGT GATGCATAGGTTTART GCTALG
ToYVSV _seq GCCACTGTGRAGAATRATCTTCGTGATCGCTACCARGT CATGCAT AGGTT CALT GCTALG
SiBrV_seg GCCACCETCARGRACGATCTCCGTEATCET TACCARGT CAT GCACAAGTITIAT GCCARG
To¥Y5V seq GCRAARCCGTGRAGRACGATCTCCGTGRTCETIT CCAGGT CAT GCACAAGTT CTATGCCRARG

R

Figura 1. Alineamiento de la c4pside proteica de diferentes especies de begomovirus detectadas en soja y poroto. Las flechas indican
la posicién de los iniciadores, en rojo los nucledtidos discrepantes en la secuencia de los cebadores

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en este estudio

Oligonucledtido Secuencia Longitud de fragmento esperada
RPA Fw 5" ttaacaggcccatgtacaggaagcccagga3’ 371 pb
RPA Rv 5 ttacttggtaacggtcccgaagatcgttctt 3°
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Figura 2. Productos de PCR de clones de diferentes especies
de begomovirus con los iniciadores disefiados para RPA:
M-Marcador 100 pb Inbio Highway. 1) Sida golden mosaic Brazil
virus. 2) Bean golden mosaic virus. 3) Tomato yellow spot virus.
4) Tomato yellow vein streak virus. 5) Tomato mottle wrinkle virus.
6) Agua. La flecha indica la posicién de la banda de 500pb en el
marcador de peso molecular.

ha sido sugerido como una buena alternativa de la
PCR en laboratorios de baja complejidad, ya que
no requiere de equipamientos sofisticados y el
desarrollo de la técnica es mas réapido y de bajo
costo, comparado con la PCR. En este trabajo, se
logré ajustar la técnica de RPA para la deteccion
inespecifica de begomovirus citados en cultivos de
sojay poroto de Argentina. De este modo, se cuenta
con una técnica de diagndstico inicial rapida y
confiable para un grupo de virus emergentes en
cultivos de gran importancia econdémica.
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(B)

Figura 3. Productos de RPA. (A) Material liofilizado y (B) Material conservado a -70 °C. 1) Maleza (M7). 2) Soja (S12). 3) Poroto (P118).
4) Soja sana. 5) Poroto sano (a partir de extracciones por CTAB). 6) Maleza (M7). 7) Soja (S12). 8) Poroto (P118). 9) Soja sana.10) Poroto
sano (a partir de extracciones en OHNa 0,5M). M: Marcador 100pb Inbio Highway. 11) Control negativo (agua). Las flechas indican las
posiciones de las bandas de 500pb en los marcadores de peso molecular.
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