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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 (TOBRFV).

Comentarios generales: Comentarios de bienvenida del DT de la NAPPO y la presidenta
del GE.

ElI DT convino tomar las notas y redactar el informe de la
conferencia telefonica.

El GE aprob6 que se grabara la videoconferencia para fines de
la preparacion del informe.

Asunto 1: Preguntas y respuestas acerca de la plataforma de recoleccién
de datos.
Decisiones: Geoffrey Dennis:

e indico que no se ha presentado a PPQ ninguna solicitud
formal para accesar la plataforma de recoleccion de datos

e informd que los permisos para accesar la plataforma se
concederan una vez que se presente y apruebe el formulario

e informd que los cambios se realizaran al formato en el portal
para incluir el protocolo de la ISHI-Veg con dos blancos de
genes virales. Estas enmiendas se completaran para finales
de febrero del 2022. Se incluird una pestafa designada
especialmente para el estuche de amplificacion adicional.

ElI DT exhort6 a los miembros del GE a que soliciten acceso a la
plataforma.




Asunto 2

Propuestas para elaborar un documento sobre el analisis y
marco de los resultados

Decisiones:

Geoffrey Dennis propuso que el subgrupo 2 se retna para
trabajar en los detalles de las formulas y las definiciones que se
utilizaran para el analisis. La idea es generar un documento que
se compartira con los miembros del GE para que ellos brinden
retroalimentacion. Geoff indicé que algunos detalles en el
analisis de validacion deberian abordarse, y se recomienda que
el GE resuelva estos asuntos antes de que inicie la recoleccion
de datos. Un ejemplo de esto es el nUmero de repeticiones que
se utilizaron en las categorias de validacion tales como
repetibilidad y limite de deteccion (% positivo a concentraciones
especificas de interés) y sensibilidad (% positivo con el rango
que se observe).

Geoff indic6 que €l generara la version preliminar del documento
para circularlo entre los expertos en validaciones en los tres
paises de la NAPPO.

Asunto 3

Actualizaciones acerca del trabajo de los paneles

Decisiones:

PPQ brindo6 las siguientes actualizaciones:

e Muestras de semillas:

o Se han evaluado dos lotes de semillas de tomate y chile
infestados y libres de ToBRFV. Estas semillas estan listas
para los paneles.

o Se seleccionara uno de cada uno de los lotes para el
desarrollo de los paneles.

o Se determiné el titulo y la homogeneidad de los niveles del
virus en dos lotes de semillas infectadas (TOBRFV +).

o Se creo un lote nuevo de semillas infectadas con la
concentracion viral necesaria para este estudio mediante
la mezcla de semillas sin virus e infectadas de virus a
partir del lote de semillas homogenizado.

o Se sometieron a prueba los cinco métodos tal como se
describieron y los presentaron todos los paises en las
curvas de dilucién de cinco concentraciones para
asegurarse que los métodos detectan los genes blanco.
Se obtuvo la deteccion positiva del virus utilizando todos
los métodos de deteccion que se someteran al ensayo.

o También se realizaron pruebas utilizando el gen endégeno
blanco 18S en RT-PCR (aplicado en el protocolo de
SENASICA) con la deteccién positiva del virus.

o Se han elaborado los formularios para dar seguimiento a
todo el trabajo y asegurar la rastreabilidad.

o Ahora se pueden producir las muestras individuales. El
trabajo iniciara con las semillas saludables y
posteriormente con las semillas infectadas.

Decision: México informé que ellos leyeron los datos de




validacion que PPQ proporciono en diciembre del 2021 con el fin
de presentar su posicion en cuanto al uso del SqMV o NAD5
como controles internos en el protocolo de la ISHI Veg. México
indicé que SqMV esta reglamentado en México y por ende no
puede utilizarse como control, pero convino utilizar NAD5S
como control interno.

e Transcripciones y reactivos:

©)

@)
@)

La reproducibilidad de la sintesis de las transcripciones
esta bien.

Preocupaciones: estabilidad de las transcripciones durante
el transporte. Las pruebas de estabilidad se realizaran en
colaboracion con Kevin Ong en la TAMU.

Se enviaran las transcripciones en diferentes condiciones
de almacenamiento para rastrear la estabilidad a intervalos
regulares de tiempo. Esto también se monitoreara cuando
se distribuyan los paneles.

Se ha recopilado la lista de reactivos, sondas y primersy
se enviara a Stephanie Bloem (NAPPO) para comprarlos.
Se realizara la alicuota de los reactivos de cada panel en
el laboratorio de PPQ.

Se ha verificado que las sondas fluorescentes que se
compren puedan detectarse correctamente por el equipo
de los laboratorios participantes.

Se realizara la prueba antes de enviar las alicuotas a los
laboratorios participantes con el fin de verificar la pureza 'y
para asegurar que los reactivos, las sondas y los primers
estén funcionando como esté previsto.

Permisos:

La DE asistira en el transporte de los paneles a México.
Canada esta trabajando para obtener los permisos
oficiales de importacion con el fin de movilizar la semilla
infectada de virus a Canada. Jennifer Nickerson indicé que
se necesitara un permiso de importacion si se envian las
muestras desde EE. UU. a los laboratorios participantes en
Canada. Si las muestras se envian desde EE. UU. al
laboratorio de Charlottetown, se necesitara un permiso
para movilizarlas en las provincias. No se tomaran en
cuenta los formularios incompletos y se rechazara el
permiso. Jennifer Nickerson enviara la informacion a
Samantha Thomas con los detalles especificos necesarios
para el permiso de importacion. Continuaran las
discusiones.

México indicd que el SENASICA presentara una carta de
autorizacion para que la persona que moviliza el material a
México lo introduzca al pais para utilizarse para fines de
investigacion.

Otros:




o Ellaboratorio de Kevin Ong realizara la aleatorizacion de
las muestras para los paneles.

Asunto 4: Materiales suplementarios que no se proporcionaran
(posiblemente para ser financiados por cada pais: tubos épticos,
cajas opticas, puntas de pipeta con filtro, guantes)

Decisiones: Notas:

e Se preparo el presupuesto tomando en cuenta que algunos
laboratorios necesitaran asistencia financiera adicional para
comprar materiales suplementarios.

e Se inform6 a los laboratorios en EE. UU. que recibiran
apoyo financiero para comprar los materiales
suplementarios.

e Meéxico indicé que el SENASICA cubrira el costo del material
suplementario para los laboratorios participantes en ese
pais.

e Cada laboratorio deberia preparar una lista del material y
trabajo adicional de la NAPPO para recibir asistencia
suplementaria, de ser necesario.

e Meéxico solicité una lista previa del material suplementario
gue se necesitara. Beatriz se ofreci6 como voluntaria para
calcular la cantidad de materiales plasticos necesarios para
la prueba del anillo.

Asunto 5: Propuestas de las fechas de envio de los paneles, periodo de
prueba y registro de los resultados.

Decisiones: Notas:

e Términos de referencia (TdR): Ed Podleckis informo que
esta preparando el documento de los TdR y calcul6 que
completaria este trabajo en tres semanas. El documento se
enviara a la Secretaria para su traduccion. Posteriormente
se compartira con el GE en ambos idiomas para
retroalimentacion antes de presentarlo para la aprobacion
del CE.

e Documento maestro: La DE informé al GE que la
Secretaria de la NAPPO esta preparando un documento con
toda la informacién que el GE ha proporcionado. Una vez
concluido el documento, se compartira con Beatriz
Xoconostle para su revision. El documento revisado se
compartird con el GE primero en inglés y posteriormente en
espaniol.

Notas adicionales:

e Para el trabajo del laboratorio, hay que tomar en cuenta que
aun nos enfrentamos con las restricciones establecidas
debido a la COVID.

Otros asuntos

La presidenta informo al grupo acerca del informe de
EUPHRESCO concerniente a la armonizacién de los protocolos
para la deteccién del ToOBRFV y exhorto al GE leer el informe
debido a que contiene informacién pertinente para este




| proyecto.

Proximos pasos

Responsable

Acciones

Fecha

Secretaria de la
NAPPO

Programar una conferencia telefénica con el SG 2 de
semillas con el fin de discutir una propuesta de
elaboracion de un documento sobre el analisis y
marco de los resultados.

Geoffrey Dennis

Redactar la propuesta inicial del documento sobre el
analisis y marco de los resultados y enviarlo a la
Secretaria para su traduccion y compartirlo con el GE.

APHIS PPQ

Enviar la lista de reactivos e informacion a la DE sobre
el sitio en donde comprarlos. La Secretaria de la
NAPPO comprara los reactivos, las sondas y los
primers y los enviara a PPQ para que este realice la
alicuota y preparacion de los paneles.

Jennifer Nickerson

Enviar mensaje electrénico a Samantha Thomas en el
cual le brinde los detalles de lo que se necesita para
completar el permiso de importacién con el fin de
movilizar las semillas infectadas desde EE. UU. a
Canada.

Samantha Thomas

Brindar los detalles a Jennifer Nickerson para
completar el permiso de importacion para movilizar las
semillas infectadas a Canada.

Beatriz Xoconostle

Presentar una lista de materiales suplementarios que
se necesitaran en los laboratorios participantes de
México.

Ed Podleckis

Completar la versién preliminar de los TdR para
compartirla con el GE antes de que se presente para la
aprobacion del CE de la NAPPO. El GE brindara
retroalimentacion.

Secretaria de la
NAPPO (DT y OC)

Completar el «<documento maestro» con toda la
informacion que ha proporcionado el GE. La version en
inglés del documento se compartira primero con el GE.

Préxima reunién

Lugar:

Videoconferencia en la plataforma Zoom

Fecha:

Por determinar. La Secretaria enviara una encuesta al GE.

Asuntos propuestos




