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Resumen

Entre Rios posee gran diversidad en su sector productivo siendo actualmente aran-
dano, citrus, arroz y pecan las especies vegetales de mayor importancia econémica.
Prioriza variedades de cultivares por su buena adaptacion al clima y al suelo permi-
tiendo una amplia ventana de produccién, como asi también libres de enfermedades,
razoén por la cual se ubica entre las primeras provincias productoras y exportadoras a
nivel nacional.

La puesta a punto de la extraccion de ADN es importante en estos programas de
mejora ya que es el punto de partida de estudios para desarrollar variedades con ca-
racteristicas favorables y altos rendimientos. La variabilidad observada en las especies
vegetales de importancia econémica hace imposible la estandarizacién de una unica
metodologia, y por otro lado, la calidad del material resulta fundamental para iniciar
proyectos exitosos y arribar a resultados fiables. En el presente trabajo se estandariza-
ron tres métodos de extraccion de ADN, con sus modificaciones, en las variedades de
interés analizadas.

Palabras claves: Arandano, arroz, pecan, citrus, ADN, genética
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Objetivos propuestos y cumplidos
Objetivo general

Puesta a punto de la extraccion de ADN de origen vegetal de especies de importan-
cia econémica en la region.

Objetivos especificos
« Poner a punto técnicas de extraccion ADN, utilizando como matriz tejidos de
especies vegetales cultivadas en la region.
e Comparar el ADN resultante de las metodologias de extraccién realizadas.
« Establecer si la calidad del ADN es apta para posteriores estudios moleculares.

Marco tedrico y metodologico (sintesis)

Marco teérico

Entre Rios es una provincia que tiene mucha diversidad en su sector productivo,
siendo el arandano, el citrus, el arroz y el pecan las especies vegetales de mayor impor-
tancia econémica. Los productores buscan continuamente obtener mejores rindes y
aceptabilidad por parte de los consumidores. Estas variables pueden modificarse para
desarrollar nuevas y mejores variedades de plantas recurriendo a la combinaciéon de
diversas disciplinas: biologia, genética molecular, biometria y fitopatologia entre otras.
El principal objetivo de la mejora vegetal es asegurar la producciéon y calidad de los
cultivos para poder responder al aumento constante en la poblacién (Griffiths et al,
2013).

Histéricamente, en la region de Salto Grande, Concordia y Federacion se han carac-
terizado por su produccion citricola. Hace algunos afos cobro vigencia ademas el cul-
tivo del arandano, debido a las buenas condiciones agroclimaticas y excelentes suelos
asociado a un aumento de la demanda de los consumidores consecuencia de sus reco-
nocidos beneficios para la salud (Zafra-Stone et al, 2007; Johnson et al,, 2013 & Yang et
al,, 2015). En arandano, hay diversas especies y variedades comerciales entre las cuales
se selecciona de acuerdo a las condiciones climaticas y de suelo de la zona de estable-
cimiento considerando factores como: requerimientos de frio, rendimientos, periodos
de floracién y cosecha. En Argentina, las especies cultivadas son: V. corymbosum (high-
bush o arandano alto) y V. ashei (rabbiteye u ojo de conejo); siendo las variedades mas
elegidas por los productores de la region Emerald, Star, Snowchaser, Flicker, Chickadee
y Kestrel que ademas de adaptarse al clima y suelo permiten una amplia ventana de
tiempo de produccion (Dell’Acqua et al., 2019). Estas y otras variedades locales y nati-
vas son las que actualmente estan siendo sometidas a estudios a campo en la constan-
te basqueda de diversidad y calidad que satisfaga al mercado (Cui et al.,, 2022, Gordo,
2011). En el caso del citrus, se busca obtener arboles adaptados y libres de enfermeda-
des (Catalano et al, 2021; Gonzalez-lbea et al, 2021). Particularmente, en la Estacion
Experimental Agropecuaria Concordia de INTA, existe un banco de germoplasma que
mantiene unas 219 variedades comerciales, que asegura la calidad genética y sanita-
ria, asi como la disponibilidad del material de propagacion de variedades comerciales
para satisfacer las necesidades de la industria citricola. Por otro lado, la produccién
de arroz (Oryza sativa L.) integra la economia regional del litoral argentino, concen-
trandose el 50% de la produccion en la provincia de Corrientes y un 32% en Entre Rios
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(www.acpaarrozcorrientes.org.ar). Esta especie vegetal también es sometida a cons-
tante estudio para la busqueda y desarrollo de variedades que posean caracteristicas
favorables para lograr altos rendimientos ante un amplio rango de factores adversos
(Huang et al,, 2022). El cultivo de pecan es otro cuya adaptacion es foco de estudio con-
tinuo debido a su potencial en las industrias farmacéuticas y alimenticias (Cervantes et
al,, 2023). En la provincia de Entre Rios actualmente alcanza el 70 % de la produccion
nacional de nuez pecan producto de las 12.000 hectareas plantadas (https://www.en-
trerios.gov.ar/minpro/index.php?modulo=noticia). Estos estudios se enmarcan dentro
del Plan Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion, titulado Argentina Innovadora
2020. Este plan impulsa politicas focalizadas en el sector agroindustria, que se orien-
tan a un conjunto de nucleos socio productivos estratégicos dentro de los que se en-
cuentra el referido al mejoramiento de cultivos y produccién de semillas que pretende
la incorporacién de valor a los granos a partir del mejoramiento genético para generar
una fuerte industria nacional que abastezca a la produccion de los cultivos mayores y
secundarios, buscando dotar a la Argentina de autonomia en esta area y un aumento
en las exportaciones de mayor contenido tecnolégico (https://www.argentina.gob.ar/
ciencia/argentina-innovadora-2030/plan-argentina-innovadora-2020).

El objetivo del mejoramiento vegetal ha sido desde sus origenes seleccionar geno-
tipos superiores. El proceso de caracterizacién y/o seleccién se vuelve mas eficiente a
través del uso de marcadores genéticos, definidos como caracteres que presentan po-
limorfismo o variabilidad experimentalmente detectable en individuos de una pobla-
cién segregante y un tipo de herencia predecible segln las leyes de Mendel (Griffiths et
al,, 2008). Esta variacién puede considerarse a diferentes niveles biolégicos, y estudiar-
se mediante biomarcadores, desde aquellos que implican cambios fenotipicos hereda-
bles significativos (marcador morfolégico) hasta la variacion de un solo nucleétido de
ADN (marcador molecular). Los marcadores moleculares son herramientas poderosas
para analizar la diversidad del genoma dentro de una especie y evaluar las relaciones
genéticas entre individuos y poblaciones. La aplicacion de métodos moleculares en los
programas de seleccién y mejora proporcionan las bases para seleccion de individuos
nuevos, que podrian utilizarse para la ampliacién del germoplasma de los cultivos co-
merciales. Es asi que existe una busqueda de nuevos materiales vegetales con mejoras
significativas en caracteres de calidad y agronémicos a través del desarrollo y aplica-
cion de metodologias aplicadas a la mejora, incluyendo nuevos métodos de analisis de
componentes de la calidad, marcadores moleculares y aproximaciones genémicas. La
puesta a punto de la extraccion de acidos nucleicos de variedades vegetales de impor-
tancia econ6mica para la region a partir de tejidos foliares, frutos o semillas asi como
la deteccion de polimorfismos cobra gran importancia a la hora de comenzar con los
programas de mejora dado que la calidad del material de partida de estos estudios
resulta fundamental para arribar a resultados contundentes fiables, representativos
y reproducibles. Incursionar en el area de mejoramiento genético vegetal permitira
el desarrollo de proyectos que evalien por ejemplo el impacto de agroquimicos y del
efecto de los cambios ambientales sobre el acervo genético en una sociedad cada vez
mas preocupada por la falta de alimentos, por su cultivo y consumo consciente.
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Marco metodolagico

Obtencion y preparacion de muestras

Se realizaron tomas de muestras en distintos establecimientos del departamento
Concordiay laregion. Se obtuvieron hojas de arandano en tres quintas de la zona norte
de la ciudad de Concordia, muestras de hojas de pecan, naranjo, limén y mandarinas
en quintas ubicadas en las inmediaciones de Colonia La Argentina, departamento Fe-
deracién y muestras de hojas arroz en plantaciones ubicadas en General Campos.

Se recorrieron las quintas con los encargados de campo y se establecié contacto
también con los ingenieros agronomos responsables de las plantaciones. Se recolecta-
ron muestras de 10 ejemplares por variedad, tomando un pie por linea. Las plantas se
eligieron al azar. Se priorizaron hojas jévenes, brotes verdes, sin dafios ni enfermeda-
des observables a simple vista.

Una vez recolectadas, las muestras fueron trasladadas inmediatamente al labora-
torio. Alli, se retiraron las hojas de los tallos, se lavaron con agua destilada, secaron y
colocaron en bolsas plasticas de vacio. EL mismo tratamiento se llevé a cabo para los
frutos de arandano. Se almacenaron en ultra freezer a -80°C hasta el momento de la
extraccién de ADN.

Caracterizacion de las muestras analizadas

La caracterizacion de las variedades con las que se trabajé estuvo a cargo de los
ingenieros agronomos responsables de las quintas donde se han tomado las muestras.
Asi se determiné que de arandano o blueberry (Vaccinium corymbosum L.) se han to-
mado muestras de las variedades Kestrel, Snow Chaser y Emerald. De citrus, se tomaron
muestras de Citrus sinensis, conocida como naranja “Valencia”, de Citrus limon “Eure-
ka”, que es una variedad que da frutos todo el aflo y de mandarina, mandarina comuan
o Citrus unshiu “Satsuma Okitsu”. De arroz, Oryza sativa L., se muestred la variedad
Basmati y de pecan (Carya illinoinensis) de una variedad local desarrollada en el INTA
Castelar.

Puesta a punto de técnicas analiticas

Se efectuaron extracciones de ADN y ARN a partir de muestras de hojas jévenes. Con
la finalidad de optimizar recursos se las subdividieron en diferentes pretratamientos
y/o protocolos utilizados.

Las extracciones realizadas mediante los kits comerciales PuriprerV (INBIO HI-
GHWAY) y PuroPlant DNA (PBL Productos BioLégicos) se realizaron segln especifica-
ciones de los fabricantes. Se emplearon ademas los protocolos de extraccion de ADN
mediante CTAB (Bromuro de hexadecil trimetil amonio) de Green y Sambrook (2012)
y el recomendado por las OEPP/EPPO (2014; Normes OEPP EPPO Standards, Efficacy
evaluation of plant protection products Evaluation biologique des produits phytosa-
nitaires). Este ultimo protocolo, que en su metodologia incorpora PVP 40 (Polivinil-
pirrolidona) fue incorporado en el transcurso del trabajo al observar la dificultad de
establecer la técnica en especies cuyos frutos y hojas son ricos en polifenoles, lipidos y
proteinas que obstaculizan la extraccion del ADN. Para la obtencion de ADN de aran-
dano se realizé ademas, la modificacién sugerida por Quintero y col, en 2015. Estos
autores propusieron mantener la muestra durante 24 horas a -20°C en freezer luego del
agregado de isopropanol y posteriormente, continuar con la extraccion.
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Las muestras fueron subdivididas segtn los tratamientos aplicados en:

(A) Realizadas a partir de hojas frescas:
- (A1) Maceradas con nitrégeno liquido
- (A2) Maceradas sin nitrégeno liquido.
(B) Con hojas almacenadas en bolsas de vacio, a -80°C y maceradas con nitrégeno li-
quido;
- (B1) Con adicién de 1% de PVP 40 al buffer de extraccion del kit comercial.
- (B2) Sin adicién de 1% de PVP 40 al buffer de extraccion del kit comercial.
(C) Con frutos maduros almacenadas en bolsas de vacio, a -80°C y maceradas con ni-
trégeno liquido;
A su vez, se realizaron extracciones de ARN mediante TransZol® (AP-Biotech), segin
indicaciones del fabricante partiendo de hojas sometidas al tratamiento B.

Metodologia

A medida que iban ingresando las muestras al laboratorio se realizaban las distintas
extracciones.

En el transcurso del trabajo se llevaron a cabo un total de 151 extracciones de ADN
de las especies propuestas.

Se realizaron 80 extracciones a partir de arandano, las primeras 40 con la finalidad
de evaluar los kits comerciales de extraccion (mediante los tratamientos B1y B2) y la
adicion de RNasa A, B-mercaptoetanol en los protocolos que emplean CTAB (trata-
miento B).

Se efectuaron también, siete extracciones a partir de frutos maduros (tratamiento C)
de las variedades Emerald y Snow Chaser, utilizando el protocolo con CTAB de Green
y Sambrook (2012).

Se desestim6 continuar con las extracciones de ADN de arandano a partir de Kkits
comerciales debido a que los resultados no fueron satisfactorios.

A partir de las observaciones realizadas se propuso trabajar con los protocolos que
utilizan CTAB de Green y Sambrook y con el descripto en las OEPP/EPPO adicionando
en ambos casos RNasa Ay en el ultimo B-mercaptoetanol y 1% de PVP 40 al mix de
extraccion debido a la mejora en la calidad y cantidad de ADN obtenido. Posterior-
mente, se realizaron extracciones considerando las variedades estudiadas, 13 en hojas
de la variedad Emerald, 13 en hojas de la variedad Kestrel y 7 en hojas de la variedad
Snow Chaser, cuyos tratamientos y protocolos utilizados se encuentran descriptos en
la tabla 1.

En total se llevaron a cabo 41 extracciones de ADN de hojas de citrus, 25 mediante
CTAB y 16 mediante kits comerciales. De éstas, 15 fueron realizadas a partir de hojas
de limén Eureka, 16 a partir de hojas de naranja Valencia y 10 a partir de hojas de man-
darina Comun (Tabla 1).

Se realizaron 12 extracciones de ADN de arroz variedad Basmatti, 4 de ellas median-
te kits comerciales y 8 mediante CTAB (Tabla 1).

Por Gltimo fueron hechas 18 extracciones de ADN a partir de hojas de pecan, 4 de
ellas mediante kits comerciales y 14 mediante CTAB (Tabla 1).

Las extracciones realizadas con éxito y la elecciény estandarizacion de los métodos
segln las especies analizadas dan respuesta a los dos primeros objetivos especificos
planteados. Basados en la experiencia previa y los resultados obtenidos en cuanto a la
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relacion cantidad/calidad del ADN extraido, se estimé que ADN obtenido es apto para
llevar a cabo técnicas moleculares como PCR, PCR-RFLP y Microsatélites.

Por ultimo se propuso poner a punto la técnica de extraccion de ARN vegetal. Con
tal motivo, se realizaron 4 extracciones de ARN mediante TransZol con el kit de Trans-
Gen Biotech por variedad de citrus estudiado.

Evaluacioén de los dcidos nucleicos extraidos

Después de las extracciones, la cantidad del ADN y del ARN fue estimada con espec-
trofotémetro. Ademas, se verificd su calidad mediante el sembrando de 5 pl del producto
de la extraccion en gel de agarosa al 1%, con 0,1 pg/ml de Bromuro de Etidio, durante 30
min a 100 voltios. Fue visualizado con Transiluminador UV y fotografiado. Segln la pre-
sencia, integridad y calidad del ADN extraido se evaluaron y compararon los resultados
de los diferentes protocolos de extraccién y tratamientos de las muestras.

Sintesis de resultados y conclusion

Como resultado del presente trabajo se logrd estandarizar protocolos de extrac-
cion de ADN de variedades vegetales de importancia econémica regional. A seguir se
transcriben los protocolos que evidenciaron mejor relacion cantidad:calidad de ADN
extraido:

A)- Técnica de extraccion de ADN mediante método con CTAB empleada con éxito para

arroz, limén, naranja, mandarina y pecan (OEPP/EPPO, 2014):

1. Triturar el tejido foliar vegetal con nitrogeno liquido en un mortero estéril.

2. Pesar inmediatamente en tubo tipo Eppendorf de 1,5-2ml aproximadamente 0,1
gr de la muestra.

3. Adicionar 600 pl de buffer CTAB, 1,5 ul de RNasa Ay 1 ul de B-mercaptoetanol.

4. Mezclar con vortex y moler con espatula hasta obtener un color homogéneo, vol-
ver a mezclar con vortex.

5. Incubar a 65°C durante 15 minutos, agitando el tubo tipo Eppendorf cada 5 minu-
tos.

6. Centrifugar 5 minutos a 3000 rpm.

7. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo y afadir 400 ul de cloroformo-isoami-
lico (24:1). Mezclar bien las dos fases hasta obtener una emulsién.

8. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos.

9. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo y afiadir 250 pl de isopropanol frio.

10. Mezclar y mantener a -20°C durante 30 minutos.

11. Centrifugar a 13000 rpm por 20 minutos, luego remover el sobrenadante.

12. Aiadir 500 pl de etanol al 70% y resuspender, mezclar con vortex.

13. Centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos.

14. Lavar 3 veces con 500 pl de etanol 70% y centrifugar a 13000 rpm durante 5 mi-
nutos.

15. Vaciar el tubo y dejar secar el pellet.

16. Anadir 15 pl de buffer TE y resuspender el pellet. Almacenar en heladera.

B)- Técnica de extraccién de ADN mediante método con CTAB empleada exitosamen-
te para arandano: se realiza la técnica descripta en A, modificando solamente el
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paso N° 10. A la muestra, luego del agregado de isopropanol frio, se la mantiene en

freezer a -20°C durante 24 horas (Método de CTAB de la OEPP/EPPO, 2014 modifica-

do por Quintero et al., 2015).

Las extracciones de ADN con kits comerciales han demostrado resultados satisfac-
torios para todas las variedades analizadas, excepto para arandanos. No se observaron
diferencias en cuanto a la calidad y cantidad de ADN segln la marca del kit comercial
utilizado.

Los resultados de las cuantificaciones de ADN de citrus a partir del protocolo pro-
puesto por la OEPP/EPPO que utiliza en el buffer de extraccién 1% de PVP y B - mer-
caproetanol fueron mayores en promedio a las obtenidas sin la utilizaciéon de estos
reactivos, hecho observable en todas las especies y variedades de analizadas. Sin em-
bargo, fue sélo en naranja Valencia dénde se observé una mejor calidad de la extrac-
cion, dado que la mayoria de los valores de la relacion Abs260/Abs280 nm estuvo en el
intervalo 1,8-2,0; es decir valores mas estables en pureza e integridad.

Si bien a partir de hojas de citrus se logré obtener una buena concentraciéon de ADN
en todos los tratamientos realizados, el protocolo que empleé el tratamiento Al y las
OEPP/EPPO arroj6 mejores resultados en términos calidad/cantidad. Por lo que sera el
utilizado en futuras aplicaciones como PCRy en el estudio de marcadores moleculares
para variedades citricas.

En todas las variedades de citrus, los protocolos realizados con el tratamiento B
indicaron una relacion Abs260/Abs280 nm muy baja, indicativo de contaminacion con
ARN, proteinas u otras sustancias que pueden afectar la pureza del ADN. Las extraccio-
nes realizadas con kits comerciales evidenciaron buena relacion entre la concentra-
ciony la calidad del ADN mediante corrida electroforética, no siempre correspondidas
con las cuantificaciones observadas (Figuras 1, 2 y 3).

Posteriormente de los citrus analizados se extrajo ARN segln protocolo propuesto
por el fabricante, obteniendo resultados 6ptimos de acuerdo a la literatura consultada
para la extraccion mediante kits comerciales en hojas sometidas al tratamiento Al
(Vennapusa et al., 2020) (Figura 4).

Fig. 1. Corrida electroforética, ADN de naranja. Calle Fig. 2. Corrida electroforética, ADN de limén. Calle A:
A: kit PuriprerV. By C: CTAB segln Green y Sambrook, kit PuriprerV, B: kit PuroPlant DNA, Ca N: CTAB CTAB
2012. D a M: CTAB seglin OEPP/EPPO, 2014. segln OEPP/EPPO, 2014.
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Fig. 3. Corrida electroforética, ADN de mandarina. Fig. 4. Extraccion de ARN mediante kit TranZol. A.
Calles A a F: CTAB segtin OEPP/EPPO, 2014. G y H: kit Limon, B Naranja, C. Mandarina. D. Marcador 100 pb.
PuriprerV'y PuroPlant DNA, respectivamente.

En pecan, las mayores concentraciones promedio se observaron en las extracciones
realizadas a partir del protocolo de la OEPP/EPPO y en las realizadas mediante kits co-
merciales con el tratamiento B2. Con respecto a las extracciones realizadas mediante
kits y tratamiento B1 si bien presentaron baja concentracion demostraron mejoras en
la calidad del ADN, por lo que podria considerarse su implementacion en los trabajos
de rutina. La relacién cantidad/calidad de ADN en esta especie es importante para el
desarrollo de técnicas futuras, como la PCR, la cual es interferida con la gran cantidad
de aceites presentes en estas muestras (Figura 5).

Posteriormente, las extracciones de ADN de arroz mediante los métodos que utili-
zan CTAB evidenciaron elevadas concentraciones promedio de ADN, sin embargo se
observé una mejor relaciéon de Abs260/Abs280 en las realizadas a partir del tratamien-
to B (Figura 6).

Fig. 5. Corrida electroforética, ADN de pecann. Calles  Fig. 6. Corrida electroforética, ADN de arroz. Calles Ay
A'y B: kit PuroPlant DNA. Cy D: Kit PuriprerV. E: CTAB B: kit PuroPlant DNA. Cy D: kit PuriprerV. E: CTAB se-
segun Green y Sambrook, 2012. F a H: CTAB segun gun Green y Sambrook, 2012. F a H: CTAB segun OEPP/
OEPP/EPPO, 2014. EPPO, 2014.

Por Gltimo se observé que el ADN extraido a partir de hojas de arandano se encon-
traba mas puro y menos degradado que el extraido a partir de frutos maduros, por
lo que de no ser necesario para posteriores estudios de expresion se recomienda la
extraccion de ADN a partir de hojas. Al analizar las extracciones realizadas en éstas
altimas, se determiné que las desarrolladas mediante CTAB segun OEPP/EPPO presen-
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taron concentraciones promedio elevadas, a excepcion de la variedad Snow Chaser,
donde se observaron mejores relaciones de Abs260/Abs280 mediante el protocolo de
Green y Sambrook (Figuras 7, 8 y 9). Las extracciones realizadas a través de kits comer-
ciales fueron muy pobres tanto en concentracion como en calidad de ADN para esta
especie en todas sus variedades analizadas y fueron imposibles de observar mediante
gel de agarosa. Al constatar que tanto la calidad y la cantidad de ADN extraido aun
no era la 6ptima se propuso implementar la modificacién sugerida por Quintero y col,
(2015) en su manual de extraccion, dejando en incubacién a -20°C durante 24 hs en
la etapa de extraccion con alcohol isoamilico (paso 10 de la técnica propuesta). Esta
modificacion se implement6 en los dos métodos que utilizan CTAB, observandose la
mejor relacion entre la concentraciéon y la calidad del ADN extraido para la obtenida
mediante el protocolo seglin OEPP/EPPO, 2014 (Figura 10).

Fig 7. Corrida electroforética ADN  Fig. 8. Corrida electroforética. ADN de Fig. 9. Corrida electroforética.

de arandano. Calles A Snow Chaser, arandano. Calles A Snow Chaser, B y ADN de arandano Emerald.
B Kestrel CTAB segiin OEPP/EPPO, C Kestrel CTAB OEPP/EPPO, 2014. Calles A a D CTAB segln Green y
2014. Sambrook, 2012

Fig. 10. ADN de arandano. Calles A,
By C: CTAB segun OEPP/EPPO, 2014
(modificado); D: Marcador de 1kb.
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Tablal. Valores promedios de la concentracién y pureza de los ADNs obtenidos mediante diferentes protocolos de
extraccion segln la especie analizada.

Especie/variedad

Metodologia de extraccion de ADN

Concentracidn promedio

Relacion Abs

ADN extraido (ng/pL) 260/280
Citrus limon, variedad Eureka Green & Sambrook, 2012 (B) 191,25 1,559
OEPP/EPPO,2014 (B) 256 13126
Kits comerciales (B1) 15,3125 1,2595
Kits comerciales (B2) 855 14734
Kits comerciales (A1) 3575 1,017
Citrus sinensis, variedad Valencia Green &Sambrook, 2012 (B) 386,75 116
OEPP/EPPO,2014 (A1) 515 1,9821
Green &Sambrook, 2012 (A1) 185 1,06
Kits comerciales (B1) 56,925 1,5558
Kits comerciales (B2) 8,341 1,906
Citrus unsh{'u, v?rieda’)d"Sutsuma Green & Sambrook, 2012 (B) 49,625 11976
Okitsu “Comin
OEPP/EPPO, 2014 (B) 166 13147
Kits comerciales (B2) 44,5 1,2007
Carya ”“m::\?f:?as's;’:lgredad pecan Green & Sambrook, 2012 (B) 92 11164
OEPP/EPPO, 2014 (B) 306,25 1,2395
Kits comerciales (B1) 49,05 1,6597
Kits comerciales (B2) 262,1875 13736
Oryzasativa, variedad Basmati Green & Sambrook, 2012 (B). 203,75 1,9029
OEPP/EPPO, 2014 (B). 215 1,828
Green &Sambrook, 2012 (A1). 280 1,214
OEPP/EPPO, 2014 (A1). 307 1,4247
Kits comerciales (B1) 98 1,3309
Kits comerciales (B2) 155 1,2590
Vaccinium corymbosum L., varie- Green & Sambrook, 2012 (B) 48,2083 11222
dad Kestrel
OEPP/EPPO,2014 (B) 128,6667 1,6216
Kits comerciales (B2) 35 1,1222
Vaccinium corymbosum L, varie- Green & Sambrook, 2012 (B) 43 1,4388
dad Snow Chaser
OEPP/EPPO, 2014 (B) 68,4 0,985
Kits comerciales (B2) 32 1,1238
Vaccim‘un(lj corymbosum L., varie- Green & Sambrook, 2012 (B) 101,5 1,4821
ad Emerald
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OEPP/EPPO,2014 (B) 1195 0,9515

Kits comerciales (B1) 30,5 0,841

Kits comerciales (B2) 42 0,898

Vaccinium corymbosum L OEPP/EPPO, 2014 (modificado) (B) 50 1,9066
Green &Sambrook, 2012 +24 hs (B) 40 1,0717

Fuente: Elaboracion propia. (A1) Realizadas a partir de hojas frescas, (B) Con hojas almacenadas en bolsas de vacio,
a -80°C y maceradas con nitrégeno liquido; (B1) Con adicién de 1% de PVP 40 al buffer de extraccion del kit comer-
cial, (B2) Sin adicion de 1% de PVP 40 al buffer de extraccion del kit comercial.

De todo lo analizado se destaca que se lograron estandarizar tres métodos de ex-
traccion de ADN, con sus modificaciones, en las variedades de interés econémico ana-
lizadas.
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