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ASOCIACION DE EXPORTADORES DE FRUTAS DE CHILE A.G.
— Pt

CIRo13CR [ _CIRCULAR N° 013/2015 |

Santiago, 5de junid 2015

URGENTE
A : SENORES EXPORTADORES DE CITRICOS A LOS ESTADOS
UNIDOS DE NORTEAMERICA.
DE : ASOCIACION DE EXPORTADORES DE CHILE, A.G.
REF. : PROGRAMA DE PRE-EMBARQUE SAG/USDA-APHIS/ASOEX.

APLICACION DE TECNICA DE PCR CONVENCIONAL PARA IDENTIFICACION
DE HUEVOS DE CURCULIONIDOS EN LOTES RECHAZADOS DE CITRICOS

Hemos recibido nota del SAG, que adjuntamos, en la que se informa la
autorizacion por parte de USDA APHIS para la aplicaciéon de la técnica de PCR
convencional en el Laboratorio de Lo Aguirre, a lotes rechazados de citricos por la
causal : Huevos de Curculionidos. Con dicha técnica, se podra determinar si los
huevos presentes en la fruta y detectados en la inspeccién SAG/USDA pertenecen a
la especie Naupactus cervinus (no cuarentenaria para USA) o a Naupactus
xanthographus (cuarentenaria para USA). '

Asimismo, adjuntamos el “Protocolo para el Envio de Muestras Inter-Laboratorios para
PCR’, procedimiento que debera ser realizado por el interesado y el costo que tendra
el analisis para aquellas empresas que opten por utilizar esta técnica.

Esperando que esta innovacion sea bien acogida por la industria, saludamos
atentamente a ustedes, d
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ASOCIACION DE EXPORTA-DORES?}E—FRQTASﬁEﬁHttE, ko

Y /
Jimena Lépez A.
Jefe Depto. de Frutas y Hortalizas

cc:  Sr. Juan E. Ortlzar, Sra., Monserrat Valenzuela, Comité de Citricos
Sr. Luis Fuentes, USDA
Sr. Roberto Mir, SAG
Sr. Erik Ledn, SAG

Cruz del Sur 133, Piso 2, Las Condes, Santiago de Chile - Teléfono +(56) 22472 4700
e-mail: asoex@asoex.cl - www.asoex.cl - www.fruitsfromchile.com
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CIRC. N° : 357/2015
ANT.

MAT. : APLICACION DE PCR CONVENCIONAL PARA
LOTES DE CITRICOS RECHAZADOS EN
SITIOS SAG/USDA POR HUEVOS DE
CURCULIONIDOS.

SANTIAGO, 02/06/2015

DE : JEFE DIVISION PROTECCION AGRICOLA Y FORESTAL OR.OC
A :SEGUN DISTRIBUCION

Informo a Ud. que USDA/APHIS ha autorizado la aplicacién de la técnica de PCR convencional
en el laboratorio Lo Aguirre, como alternativa para aquellos lotes de citricos que resulten

rechazados en los Sitios de Inspeccién SAG/USDA debido a la deteccién de huevos de
curculionidos.

Para aplicar esta técnica los entomoélogos de los Sitios deberdn enviar la intercepcién al

laboratorio Lo Aguirre de acuerdo al protocolo que se desarrolld con este fin, el cual se
adjunta a esta Circular.

El valor que se debera aplicar en el caso que los exportadores opten por esta alternativa es
de 1,836 UTM + IVA.

Agradeceré informar de lo sefialado anteriormente, al personal de los Sitios de Inspeccién,
para que su implementacién se realice a la brevedad posible.

RODRIGO ASTETE ROCHA
JEFE
DIVISION PROTECCION AGRICOLA Y FORESTAL

RCG/ELO
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Incl.: Documento Digital: Traslado de Muestra

Distribucion:

Oscar Enrique Concha Diaz Director Regional Servicio Agricola y Ganadero Region Metropolitana de
Santiago Or.RM

Juan Rodrigo Sotomayor Cabrera Director (TyP) Region de O'Higgins Servicio Agricola y Ganadero Or.V!
Nicanor Cuevas Dinamarca Director Regional Regién del Maule Servicio Agricola y Ganadero Or. VI
Jorge Esteban Fernandez Gonzalez Director Regional Regién de Coquimbo Servicio Agricola y Ganadero
Or. IV

Francisca Herrera Monasterio Directora Regional (TyP) Direccién Regional de Valparaiso Or.V

¢.c.: Pablo Hernan Reyes Mufioz Coordinador/a Exportaciones Agricolas RM Exportaciones Agricolas
RM Or.RM
Carol Luisa Catalan Opazo Coordinadora de Exportaciones Agricolas y Forestales Proteccién
Agricola y Forestal Regi6n de Valparaiso Or.V
Danol Alexis Quintanilla Guerra Coordinador de Exportaciones Agricolas Proteccion Agricola y
Forestal Regién de O'Higgins Or.VI
Alexis Enrique Calabran Rodriguez Coordinador Exportaciones Agricolas Unidad Técnica Proteccién
Agricola y Forestal Or.VI|
Carmen Pérez Maturana Coordinador de Exportaciones Unidad Proteccion Agricola y Forestal Or.IV

Division Proteccién Agricola y Forestal - Paseo Bulnes N° 140

El presente documento ha sido suscrito por medio de
firma electronica avanzada en los términos de la Ley
19.799 (Sobre Documentos Electrénicos, Firma
Electronica v Servicios de Certificatién de dicha Fima),
! siendo valido de a misma manera y produciendo los
mismos efectos que los expedidos por escrito y en
sopofte de papei, con fima convencional.

El documento original esta disponible en la siguiente direccion
url:http://custodiafirma1506. acepta.com/v01/d76d4cf765c7aace2babd08d6cd2646¢157a7246

http://ceropapel sag.gob.cl/documentos/documento.php?idDocumento=20420823



Programa de Pre-embarque SAG/USDA-APHIS/ASOEX
Protocolo para el Envio de Muestras
Inter-Laboratorios para PCR

Antecedentes

USDA-APHIS recientemente ha reconocido la Técnica de PCR establecida
en el Laboratorio de Lo Aguirre, para la identificacion de huevos de
Curculionidos. A lo anterior se suma el reconocimiento que ya contaba la
técnica de PCR en tiempo real, para la identificacién de estados
inmaduros de Pseudococcidos que son detectados en los Sitios de
Inspeccion.

Objetivo

Este documento define la forma en que un Entomdlogo de un Sitio de
Inspeccion, debe preparar una intercepcion de estados inmaduros de
Pseudococcidos o de huevos de Curculionidos (Detectados en citricos)
para que sea enviada a otro laboratorio, en el cual la intercepcién serd
sometido a la Técnica de PCR tradicional o en Tiempo Real para la
identificacidén de la especie.

Procedimiento ante la Intercepciéon

Se debe tener presente, que para un anélisis de PCR, uno de los riesgos
mas altos para que no se obtengan resultados es que la muestra esté
contaminada con ADN correspondiente a otras fuentes, provenga este
material ya sea de: virus, bacterias, restos de otros insectos, etc.

Por lo anterior, el lugar de trabajo debe estar siempre limpio,
desinfectado y todo material que se use para manipular las
intercepciones debe ser idealmente nuevo, de primer uso.

La fruta con el ejemplar de Pseudococcido o Curculionido, interceptada
por el Inspector de Sitio, debe ser recepcionada por el Entomodlogo
pensando que se puede tratar de una potencial muestra a andlisis de
PCR, es decir, el instrumental usado para buscar la presencia de
Pseudococcidos o huevos de Curculionidos se deberd cambiar por cada
fruta analizada. Para esto sera necesario contar con pinzas desechables o
con el mayor nimero de éstas para cambiar; si corresponde al Gltimo
caso, una vez usada la pinza se debe limpiar con toalla de papel
embebida en alcohol de 95°, y flameada en un mechero para volver a
usar.

Servicio Agricola y Ganadero.
Divisién Proteccion Agricola v Forestal.
Subdepartamento de Certificacidén Fitosanitaria. Av. Bulnes 140,3 piso, Santiage Chile
Teléfono: (02) 3451204 / E-mail: exportaciones@sag.gob.cl
www.sag.cl




Programa de Pre-embarque SAG/USDA-APHIS/ASOEX
Protocolo para el Envio de Muestras
Inter-Laboratorios para PCR

Si bien este procedimiento no asegura la eliminacién del material
genético del Pseudocéccido o huevo de Curculionido, disminuye al
minimo la posibilidad de contaminacién cruzada de una muestra a otra.

Una vez seleccionada la muestra para andlisis de PCR, ésta se debe
colocar en una placa Petri u otro recipiente, que la mantenga separada,
aislada e identificada de las otras muestras para andlisis de PCR, en
espera que se proceda a su fijacién en el Biostamp o preparacién de la
muestra segln se describe en el numeral 3.2 de este documento.

3.1. Preparacion de la Muestra con Biostamp

El Biostamp (Figura 1) es el medio donde se fija y almacena la
muestra del Pseudococcus o huevo de Curculionido, para luego
hacer la extraccidn de su DNA.

El Biostamp consta de una parte frontal, con dos franjas (azul y
Amarilla), donde se identifica la muestra, y de una posterior, con
una seccion pegajosa en el extremo inferior, donde se deposita el
especimen interceptado.

Al Usar el Biostamp se debe considerar lo siguiente:

* Usar guantes, para evitar contaminaciones.

* Subdividir el Biostamp en 6 unidades, cortédndolos
transversalmente, evitando tocar con [a mano el extremo
pegajoso, que es donde se deposita la intercepcion.

Figura 1. Biostamp

:}- Farte bl 1]
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Programa de Pre-embarque SAG/USDA-APHIS/ASOEX
Protocolo para el Envio de Muestras
Inter-Laboratorios para PCR

a) Fijar el Especimen en el El Biostamp
Para fijar el espécimen, se debe seguir la siguiente secuencia.

Parte frontal Parte posterior
Biostamp Biostamp

q___D —> Parte pegajosa

€————  Rotular el Biostamp con el correlativo
de la muestra

Aplicar una gota de agua en la parte
pegajosa (ayudado por una piseta por
ejemplo) —_—

Fijar en el centro, el espécimen o los
huevos con una punta de material
desechable. Eliminar después de usar.

>
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Programa de Pre-embarque SAG/USDA-APHIS/ASOEX
Protocolo para el Envio de Muestras
Inter-Laboratorios para PCR

Dejar secar completamente

Colocar la muestra en una bolsa
plastica (tipo ziploc), cerrar.

b) Identificacion de la Muestra

Cada bolsa que contiene una muestra Unica debe llevar adjunta
el formulario “Envio de Muestras para Analisis de PCR”.

3.2. Preparacion de la Muestra Sin Biostamp

En caso que no se cuente con Biostamp, para el envio de la
muestra, se podra seguir una de las siguientes alternativas:

* Placa Petri plastica ;(sin uso previo) introduciendo el corte de la
fruta donde se ubica el huevo, masa de huevos y/o ninfas, se
tapa y se sella con cinta scotch.

* Enviar la fruta entera envuelta en un film transparente tipo
“alusa”.

* Enviar las ninfas 0 muestras de huevos en un frasco de vidrio o
tubo Eppendorf, (de primer uso).
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3.3.

Programa de Pre-embarque SAG/USDA-APHIS/ASOEX
Protocolo para el Envio de Muestras
Inter-Laboratorios para PCR

Independientemente de la alternativa a utilizar, la muestra debe ser
identificada con el nimero correlativo de cada Sitio, y debe estar
acompanada por el formulario establecido en el Anexo 1.

En este caso, una vez llegada la muestra al Laboratorio donde se
realizara el andlisis de PCR se procederd a fijarla en el Biostamp.

Envio de la Muestra

Para todos los casos, la muestra debe ser transportada en un sobre
con la identificacién correspondiente y sellado con la Cinta roja
USDA/SAG.

El transporte de la muestra sera por cuenta del interesado. La
persona que retire la muestra del Sitio debera firmar el formulario
“Envio de Muestras para Andlisis de PCR”. Una copia del formulario
acompana la muestra al Laboratorio y [a otra copia queda en el
Sitio.

El Entomologo del Sitio debe avisar por correo electrénico que se ha
generado el envio de una muestra al laboratorio que realizara el
analisis con la finalidad de evitar extravios y realizar el seguimiento
de las muestras.

El encargado de retirar la muestra del Sitio deberd firmar ademas la
Solicitud de Prestacidén de Servicios (SPS).

4. Manejo de las Muestras.

Todo el personal que maneje muestras para analisis de PCR debera estar
previamente capacitado. Los encargados para otorgar esta capacitacion

son:

BIOSCAN
Laboratorio Lo Aguirre

Ing.
Ing.

Agr. Srta. Galia Bello, Entomdloga Sitio Aeropuerto
Agr. Sra., Bernarda Reyes, Entomdloga Sitio Los Lirios

Bidloga Srta. Carolina Avendafio, Entomdloga Sitio Teno
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Programa de Pre-embarque SAG/USDA-APHIS/ASOEX
Protocolo para el Envio de Muestras
Inter-Laboratorios para PCR

Cada Sitio debe llevar una numeracién correlativa, por temporada, de las
muestras generadas para anadlisis de PCR y también copia digital o
impresa del formulario de “Envio de Muestras para Analisis de PCR".

5. Resultado Analisis

El laboratorio debe comunicar el resultado del analisis en el formulario
“Envio de Muestras para Andlisis de PCR”, envidndolo a través de correo
electrénico al Sitio de origen de la muestra, y manteniéndolo como
registro.

Costo de los Analisis
Los andlisis para identificar Pseudococcus, tienen su tarifa fijada por Res
ex N° XXXX, del ddmmaaaa.

Los andlisis de PCR, que se pueden realizar exclusivamente en Lo
Aguirre, para identificar huevos de Curculionidos, tienen una tarifa fijada
de 1.836 UTM.
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