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Resumen
Proyecto: Proyecto piloto para la armonizacion de protocolos de
diagndstico para plagas de semillas centrado en el virus del fruto
rugoso café del tomate (ToOBRFV).
Asunto 1 Fuentes de semillas y ARN
Decisiones: La presidenta del subgrupo:

e presentd una lista de laboratorios participantes en
Canadéa y México y solicitdé a los miembros de EE. UU.
enviar la lista de laboratorios de su pais para actualizar la
base de datos

e indagd acerca de la disponibilidad de material de control
para las pruebas del anillo. Los miembros de EE. UU.
indicaron que:

o laindustria de México y EE. UU. cuentan con
semillas

o PPQ tiene semillas que pueden utilizarse como
controles

o es necesario determinar quién va a obtener esas
muestras y definir lo que es una muestra. También
se indic6 que los laboratorios necesitan contar con
protocolos para calcular de una mejor forma
cuantas semillas se necesitaran

o es necesario trabajar con las semillas para
caracterizarlas y para asegurar la uniformidad de
las muestras (uniformidad en el nivel de
infestacion, etc.). Kevin Ong y Vessela Mavrodieva
indicaron que los laboratorios en TA&N y PPQ
pueden ayudar con la caracterizacion de las




muestras. Angel Ramirez indicé que SENASICA
puede ayudar pero con el protocolo que ellos estan
utilizando ahora. El trabajo con otros protocolos
tomara mas tiempo. El Sr. Ramirez indico que el
Centro Nacional de Metrologia (CENAM) podria
hacer el trabajo en México (evaluar las semillas
para determinar los niveles de infestacion).
CENAM necesitara las semillas del GE. Vessela
sugirié que ella puede trabajar con Kevin Ong en la
elaboracion de una lista de lo que se necesita para
los paneles

o EI Sr. Ramirez propuso que CENAM prepare los
materiales de referencia candidatos (controles
positivos y negativos, ARN, etc.) pero costaria
aproximadamente US $52,260 para cada uno de
los materiales de referencia. Samantha Thomas
indicé que la industria de EE. UU. esta dispuesta a
hacer la caracterizacion del material de las
semillas (homogeneidad y contenido viral) sin
costo alguno

o los miembros del GE sugirieron invitar a los
miembros de CENAM a unirse a las discusiones
del GE y brindar detalles adicionales acerca de las
preparaciones y los costos de las muestras

o considerar tener los paneles para que los
laboratorios practiquen antes de que se
implementen las pruebas del anillo mismas. La
industria de EE. UU. indic6 que ellos tienen
semillas y de ser necesario, se pueden preparar
los paneles para que los laboratorios prueben los
protocolos antes de realizar las pruebas del anillo.

Asunto 2 Permisos
Decisiones: La presidenta:
e record6 al GE que las semillas y el ARN se moveran por
los paises de la NAPPO
¢ indico que México ya brindé detalles de los permisos
necesarios para mover el material
¢ indago acerca de los permisos necesarios en EE. UU. y
Canada.
EE. UU. indico que los permisos con un periodo especifico son
necesarios para mover cualquier material vegetal hacia EE. UU.
No se necesitan permisos para mover el ARN.
Asunto 3: Protocolos
Decisiones: La presidenta indico que:

e la version preliminar del manual contiene:

o dos protocolos de extraccion de ARN (en caso de
gue un laboratorio los necesite, puesto que este
paso no estara armonizado

o tres protocolos para RT-PCR convencional




o se han incluido dos protocolos para gRT-PCR en el
documento (directrices para los laboratorios)

¢ informd que se ha redactado un documento con
informacion detallada acerca de cada protocolo, pero se
necesita informacion adicional de algunos protocolos para
completarlo

¢ se solicité informacién acerca de algunos protocolos que
se necesitan para completar el documento. Marlene Ortiz
la proporcionara

¢ indic6 que el GE deberia calcular la cantidad y los tipos
de reactivos que se han de utilizar (incluidos los primers)
tomando en cuenta el nimero de laboratorios y los
protocolos. La hoja de célculo que fue creada por
Geoffrey Dennis (APHIS PPQ) podria utilizarse como
referencia

¢ indic6 que es importante determinar el equipo que se
necesita en cada laboratorio participante, especialmente
los termocicladores que se utilizan para las reacciones de
PCR. Vessela Mavrodieva, Kevin Ong y Angel Ramirez
acordaron trabajar en esta tarea.

Asunto 4:

Recoleccion, almacenamiento y andlisis de datos

Decisiones:

Geoffrey Dennis (APHIS PPQ) indicé que:

e PPQ cuenta con un portal en linea para la introduccion, el
almacenamiento y analisis de datos

e se ha creado un modulo para la prueba del anillo de la
NAPPO dentro del portal

e se ofrecera una demostracion de 30 minutos durante la
préxima conferencia telefénica con el GE

e se puede conceder un permiso especial a la oficial
cientifica de la NAPPO quien ayudara con el
almacenamiento y andlisis de datos

Proximos pasos

Responsable

Acciones Fecha

Jennifer Nickerson

Presentar un diagrama de flujo con los pasos
necesarios para los paneles de semillas

\[essela Mavrodieva,
Angel Ramirez y
Jennifer Nickerson

Verificar con sus laboratorios participantes el tipo de
equipo de PCR que tienen en cuanto a su
compatibilidad

Vessela Mavrodieva y
Kevin Ong

Elaborar una lista de lo que se necesita para el panel
de semillas

Marlene Ortiz

Brindar informacion adicional a Beatriz acerca de los
protocolos que se seleccionaron.

Préxima reunién

Lugar: Se enviara al GE la encuesta en Doodle para programar la préxima
videoconferencia.
Fecha: Por determinar

Asuntos propuestos




. Presentacion de CENAM acerca de la preparacion de material de referencia candidatos (20
min, 10 min para preguntas y comentarios)

. Explicacion del diagrama de flujo con los pasos necesarios para los paneles de semillas.
Presentada por Jennifer Nickerson

. Lista del equipo de laboratorio que esta disponible en los laboratorios participantes, énfasis en
equipo para PCR compatible. Presentado por Vessela Mavrodieva, Angel Ramirez y Jennifer
Nickerson

. Lista de lo que se necesita para los paneles de semillas. Presentada por Vessela Mavrodieva y
Kevin Ong

. Demostracion de Geoffrey Dennis (APHIS PPQ) del portal en linea para la introduccion, el
almacenamiento y andlisis de datos (20 min, 10 min para preguntas y comentarios

. Solicitud de la industria: proteccion de propiedad intelectual de variedades de semillas que se
utilizan en el ensayo. (Solicitud de uso restringido: solo para fines de diagndstico para limitar la
distribucion de semillas)

. Asignacion de tareas segun el diagrama de flujo

. Comentarios generales




