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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 proporcionados por la Secretaria de
la NAPPO vy la presidenta del subgrupo.

ElI DT de la NAPPO tomara las notas y redactara el informe de la
videoconferencia.

Los miembros del GE autorizaron la grabacion de la
videoconferencia para fines del informe.

Asunto 1:

Actualizacion acerca de los miembros del GE

Decisiones:

Miembro nuevo especial del GE

Se present6 al Sr. Desmond Hammill (ACIA) al EG como
miembro nuevo especial. Los miembros del GE se
autropresentaron, seguido de palabras de bienvenida de la DE y
el DT de la NAPPO.

Seleccion de un presidente nuevo.

Ed Podleckis, el presidente del GE, anuncio su jubilacion del
APHIS — PPQ a finales de abril del 2022. La DE agradecio a Ed
por sus contribuciones y liderazgo en el GE de semillas de la
NAPPO e indicé que, siguiendo los protocolos de la NAPPO, la
vicepresidenta deberia pasar a ser la nueva presidenta. Marlene
Ortiz (industria de México) acepto la nominacion y el GE la
apoy6 como la nueva presidenta del GE.




Asunto 2: Actualizaciones acerca de la prueba del anillo: enmiendas al
protocolo de PPQ - Vessela Mavrodieva (APHIS -PPQ)

Decisiones: Vessela Mavrodieva (APHIS PPQ) indic6 que se observaron las
amplificaciones cuando se utilizo el NAD5 etiquetado con el
fluoréforo VIC (tinte fluorescente) en las reacciones sin un ARN
hospedero en el Protocolo C. Los datos presentados al GE
indicaron que:

e Las muestras de las transcripciones in vitro se prepararon
para 3 regiones en agua grado de biologia molecular y no
se prevén amplificaciones del ARN de la planta, sin
embargo, se observé amplificacién cuando se utilizo el
NADS5 marcado con VIC y el ToBRF objetivo se etiqueto
con FAM.

¢ No hay evidencia de contaminacién con el ARN de la
planta en las reacciones con el protocolo C cuando el
control interno NAD5 se etiquetd con VIC.

e La amplificacién imprevista se debié posiblemente a la
sefal de sangrado la cual sucede cuando los fluoréforos
utilizados en una reaccion multiplex de alguna forma
coinciden en el espectro, p. ej. FAM y VIC.

e Los resultados imprevistos probablemente son un
«producto» de la reaccion.

e Los resultados utilizando las sondas NAD5 etiquetadas
con los fluoréforos ABY y Cy5 (utilizados en el protocolo
B) mostraron la amplificacién con ABY pero no con Cy5
en el protocolo C.

e Las muestras de semillas sometidas a prueba con el
protocolo C utilizando NAD5/Cy5 produjeron resultados
comparables.

e Las secuencias de los juegos de primer utilizados en el
protocolo C son internos a los que se utilizaron para el
protocolo B con las secuencias del primer directo que
compartieron ambos juegos y la coincidencia de las
secuencias del primer inverso.

Segun los datos presentados, EE. UU. solicité a los miembros
del GE brindar retroalimentacion e indicar su posicion en cuanto
al uso del ampliset NAD5 etiquetado con Cy5 en el protocolo C
como control interno en vez del ampliset NAD5 etiquetado con
VIC, como se utiliza actualmente en el protocolo C. EE. UU.
indico que esto no pondra en peligro el resultado de las
amplificaciones con el protocolo C pero necesitara un ajuste en
la redaccion del protocolo y los paquetes de reactivos del
protocolo C. No fue necesario validar el protocolo.
El GE estuvo de acuerdo y acepto la propuesta de EE. UU. Los
tres paises miembros de la NAPPO llegaron a un consenso.
Asunto 3: Transporte de los paneles de prueba a México




Decisiones:

ElI DT indic6é que en varias videoconferencias con el GE se
discutieron diversas opciones para transportar los paneles a
México pero no se habia llegado a un consenso acerca de quién
llevaria el material a dicho pais. Los miembros del GE notaron
gue Beatriz Xoconostle se ofrecié como voluntaria para realizar
esta tarea. EI DT tendr& la confirmacion de Beatriz Xoconostle
para proceder con los siguientes pasos y la NAPPO coordinara
esta actividad con México. La DE indic6 que la NAPPO cubrird
el costo del boleto de avion.

Proximos pasos

Responsable

Acciones Fecha

Préxima reunién

Lugar: Video conferencia en la plataforma Zoom

Fecha: Por confirmar. Se enviara al GE la encuesta en Doodle.
Asuntos propuestos

1.




