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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
1983/2023 - 40 ANOS DE DEMOCRACIA

Resolucion

NUmero: RESOL-2023-479-APN-INASE#MEC

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Miércoles 9 de Agosto de 2023

Referencia: Resolucion EX-2023-35593550-APN-DA# NASE

VISTO el Expediente N° EX-2023-35593550-APN-DA# NASE del Registro del INSTITUTO NACIONAL DE
SEMILLAS, organismo descentralizado en la orbita de la SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA
Y PESCA del MINISTERIO DE ECONOMIA, y la Resolucion N° RESOL-2022-63-APN-INASE#MEC de
fecha 1 de noviembre de 2022 del mencionado Instituto Nacional, y

CONSIDERANDCO:

Que alos fines de resguardar la calidad y sanidad de los materiales de propagacion de plantas citricas de vivero
y/o sus partes que se encuentren en disponibilidad parala entrega a productor, es necesario mantener actualizada
la normativa referente a la habilitacion y funcionamiento de laboratorios de andlisis fitosanitarios de plantas
citricas de vivero y/o sus partes que certificaran dicha sanidad.

Que las condiciones que debe reunir un laboratorio y las normas para su funcionamiento dependen de los andlisis
y del material que pretenda analizar.

Que la presente norma complementa a la Resolucion N° RESOL-2022-63-APN-INASE#MEC de fecha 1 de
noviembre de 2022 del INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS, organismo descentralizado en la érbita de la
SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA Y PESCA del MINISTERIO DE ECONOMIA.

Que en virtud del Articulo 13 de la Ley N° 20.247 de Semillas y Creaciones Fitogenéticas, los laboratorios de
andisis deben estar inscriptos en €l Registro Nacional de Comercio y Fiscalizacion de Semillas del mencionado
Instituto Nacional.

Que por @ Articulo 1° de la Resolucion N° 42 de fecha 6 de abril de 2000 del INSTITUTO NACIONAL DE
SEMILLAS, organismo descentralizado en la orbita de la ex — SECRETARIA DE AGRICULTURA,
GANADERIA, PESCA Y ALIMENTACION del entonces MINISTERIO DE ECONOMIA, y su respectivo
Anexo |, se crean categorias que contemplan alos laboratorios.



Que por los Articulos 2° y 3° de la mencionada Resolucién N° 42/00 y en sus respectivos Anexos 11, 11 y IV, se
establece que los laboratorios deberdn cumplir previamente a su inscripcion, con normas establecidas en la
materia.

Que a los efectos de dar cumplimiento a la Resolucion N° RESOL-2022-63-APN-INASE#MEC, es necesario
contar con laboratorios y establecer protocolos de habilitacion a los cuales los mismos se deberan gjustar para
inscribirse.

Que la Direccion de Evaluacion de Calidad, dependiente de la Direccion Nacional de Desarrollo de Semillas y
Creaciones Fitogenéticas, la Direccién de Fiscalizacion, dependiente de la Direccion Nacional de Articulacion
Federal y la Direccién de Asuntos Juridicos del INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS han tomado la
intervencion técnica que les compete.

Que la COMISION NACIONAL DE SEMILLAS, creada por la Ley N° 20.247 de Semillas y Creaciones
Fitogenéticas, se ha pronunciado favorablemente seguin surge del Acta N° 502 de fecha 16 de mayo de 2023.

Que la suscripta es competente para dictar €l presente acto, en virtud de lo establecido en los Articulos 8°y 9° del
Decreto N° 2.817 de fecha 30 de diciembre de 1991, ratificado por laLey N° 25.845.

Por €ello,
LA PRESIDENTA DEL DIRECTORIO DEL INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS
RESUELVE:

ARTICULO 1°- Apruébense las NORMAS DE FUNCIONAMIENTO DE LABORATORIOS DE ANALISIS
FITOSANITARIOS DE PLANTAS CITRICAS DE VIVERO Y/O SUS PARTES, que como Anexo | ( IF-2023-
92248921-APN-INASE#MEC), Anexo Il (IF-2023-92249018-APN-INASE#MEC), Anexo Il (IF-2023-
92249082-APN-INASE#MEC), y Anexo IV (IF-2023-92249136-APN-INASE#MEC), forman parte integrante de
la presente resolucion.

ARTICULO 2°.- Para comenzar el proceso de habilitacion técnica del laboratorio, el interesado deberé presentar
una nota solicitando la habilitacion y los siguientes formularios debi damente completados. Datos del Laboratorio
(Anexo 1-A), Término de Compromiso del Director Técnico (Anexo 1-B), Listado de Anaistas (Anexo I-C),
Detalle del Equipamiento (Anexo 1-D) y el/los Protocolo/s con su/s respectivo/s documento/s de adopcion del
método seguin €l acance que solicita habilitar (Anexo 1) ante la Direccion de Evaluacién de Calidad, dependiente
de laDireccién Nacional de Desarrollo de Semillasy Creaciones Fitogenéticas del INSTITUTO NACIONAL DE
SEMILLAS, organismo descentralizado en la orbita de la SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA
Y PESCA del MINISTERIO DE ECONOMIA.

Toda documentacién que no cumpla con los requisitos de fondo y de forma exigidos en la presente norma sera
devuelta (de ser identificable su autor) o desechaday se tendra por nunca presentada.

ARTICULO 3°.- La habilitacion de los laboratorios de andlisis fitosanitarios de plantas citricas de vivero y/o sus
partes estara condicionada a la aceptacion de lainformacién presentada por € interesado, al titulo profesional del
postulante a cargo de Director Técnico y la capacitacion especifica del mismo, a la disponibilidad del



equipamiento mencionado en € Anexo Il de la presente resolucion, a la aprobacion de la auditoria de
habilitacion y a cumplimiento de los criterios y requisitos que € INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS
establezca como necesarios.

ARTICULO 4°- El postulante al cargo de Director Técnico, debera contar con titulo universitario oficial no
menor de CUATRO (4) afios con incumbencia profesional o grados superiores de educacién (con incumbencia en
lamateria) y experiencia acreditable en el érea técnica correspondiente a alcance de la habilitacion solicitada. Al
inicio de los trdmites deberd presentar fotocopia del titulo profesional habilitante y de la matricula profesional -
de corresponder-, junto a un curriculum vitae actualizado y firmado, con sus respectivos comprobantes.

De considerarlo necesario y bajo su entera responsabilidad podrd nombrar a un Reemplazante Autorizado. Para
esta designacion debera presentar debidamente completado ante la Direccion de Evaluacion de Calidad, la
Designacion de Reemplazante Autorizado (Anexo I-E), firmado por € autorizado y endosado por el Director
Técnico.

ARTICULO 5°. - El Reemplazante Autorizado debera tener capacitacion y entrenamiento acorde al acance de la
habilitacién por parte del Director Técnico.

ARTICULO 6°. - La Direccion de Evaluacion de Calidad, llevara a cabo la auditoria de habilitacion y el control
de los laboratorios inscriptos, estando obligado € Director Técnico a estar presente en las mismas'y a brindar a
INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS todala documentacion que se requiera.

ARTICULO 7°.- La falta de envio de las propuestas de acciones correctivas para € levantamiento de no
conformidades encontradas en |a auditoria dentro del plazo establecido por el auditor, hara pasible al laboratorio
delaaplicacion delo previsto por e Articulo 18.

ARTICULO 8°.- Una vez obtenida la habilitacion técnica otorgada por la Direccion de Evaluacion de Calidad, €
interesado debera proceder a su inscripcion ante el Registro Nacional de Comercio y Fiscalizacion de Semillas del
INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS. La habilitacion del laboratorio se mantendra vigente mientras el
laboratorio cumplalos requisitos de normativay el pago de la anualidad.

ARTICULO 9°.- En los casos que existan resultados cuestionados por las personas que solicitaron el servicio, la
Direccién de Evaluacion de Calidad y/o la Direccion de Fiscalizacion, dependiente de la Direccion Naciona de
Articulacion Federal, intervendrén en los aspectos de su competencia.

ARTICULO 10.- Los certificados emitidos por los laboratorios habilitados tendran validez en el orden nacional y
deberan ser confeccionados conforme e modelo autorizado que se detala en e Anexo 1V de la presente
resolucion.

Para ser vélidos, los certificados emitidos deberdn contener sello y firma del Director Técnico quien se hara
responsable del contenido de los mismos. Deberan estar completados correctamente, no pudiendo contener
borrones ni enmiendas ni ser realizados a mano. Bajo responsabilidad del Director Técnico podran ser firmados
por el Reemplazante Autorizado designado.

ARTICULO 11.- La Direccion de Evaluacion de Calidad podréa solicitar a los laboratorios copia firmada de los
certificados emitidos y de cualquier registro asociado a estos.

ARTICULO 12.- Todos los laboratorios habilitados deberén participar de los ensayos interlaboratorios



organizados por la Direccion de Evaluacion de Calidad. Conjuntamente a lo anterior, la Direccion de Evaluacion
de Calidad podra convocar tanto a los Directores Técnicos como a los analistas a jornadas, talleres o cursos de
capacitacion que estipule como obligatorios.

ARTICULO 13.- Toda modificacion en la situacion del |aboratorio en cuanto a domicilio, instalaciones / equipos
/ insumos que afecten € desarrollo de ensayos, como asi también en protocolos, analistas, alcance de la
habilitacion y/o Director Técnico, debera comunicarse en forma fehaciente mediante nota a la Direccion de
Evaluacion de Calidad, dentro de los TREINTA (30) dias corridos de producida la modificacion. En el momento
en que €l laboratorio notifique sobre la modificacién a la Direccion de Evaluacion de Calidad, esta informaré el
plazo en e cua emitird respuesta. La modificacion propuesta no surtira efecto hasta recibir la documentacién
solicitada y la conformidad por parte de la Direccion de Evaluacion de Calidad, es decir, € laboratorio no podra
redlizar andlisis ni emitir certificados hasta recibir la conformidad por parte de la Direccién de Evaluacion de
Calidad.

ARTICULO 14.- Para proceder a cambio de Director Técnico, e nuevo postulante al cargo debera presentar toda
la documentacion requerida en los Articulos 2° y 4°, ademés de cumplir con los requisitos establecidos en la
presente resolucion.

La presentacion de la documentacion no implicara la designacién automética del postulante en € cargo de
Director Técnico, por lo que e laboratorio no podra realizar andlisis ni emitir certificados suscriptos por el
postulante hasta recibir la conformidad por parte de la Direccion de Evaluacion de Calidad.

En casos de acefalia en la Direccion Técnica, € laboratorio no podra emitir certificados.

ARTICULO 15.- Los laboratorios de andlisis fitosanitarios de plantas citricas de vivero y/o sus partes podrén
habilitarse para realizar todos o parte de los ensayos requeridos en la Resolucion N° RESOL-2022-63-APN-
INASEAMEC de fecha 1 de noviembre de 2022 del INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS, organismo
descentralizado en la orbita de la SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA Y PESCA de
MINISTERIO DE ECONOMIA.

ARTICULO 16.- El Certificado de Habilitacion Técnica emitido por la Direccion de Evaluacion de Calidad,
debera estar expuesto al publico junto a la constancia de inscripcion del Registro Nacional de Comercio y
Fiscalizacion de Semillas.

ARTICULO 17.- Queda prohibida en e ambito nacional la actuacion de cualquier laboratorio que no
cumplimente | os requisitos establecidos en la presente resolucion.

Lafaltadeinscripcion en el Registro Naciona de Comercio y Fiscalizacion de Semillas hara pasible alos mismos
de las sanciones previstas en el Articulo 41 delaLey N° 20.247 de Semillasy Creaciones Fitogenéticas.

ARTICULO 18.- El INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS podré advertir, apercibir, suspender o dar de baja
la habilitacién técnica y/o la inscripcion del laboratorio en funcién de la ponderacion de la gravedad de las
siguientes faltas:

a) Incumplimiento de deberesy obligaciones emergentes de la presente norma.

b) Impedir la realizacion de auditorias, 0 que en las mismas se detecten reiteradas irregularidades, o ante € no
levantamiento de las “no conformidades’ detectadas dentro del plazo estipulado por el INSTITUTO NACIONAL



DE SEMILLAS.
c) Falsedad en lainformacién y datos suministrados.

ARTICULO 19.- Los conceptos y casos no previstos en la presente normativa serén evaluados y resueltos por €
INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS.

ARTICULO 20.- Der6ganse las Resoluciones Nros. 98 de fecha 5 de febrero de 2003 de la entonces
SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA, PESCA Y ALIMENTOSy 68 de fecha 8 de abril de 2005
del INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS, organismo descentralizado en la drbita de la entonces
SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA, PESCA Y ALIMENTOS del entonces MINISTERIO DE
ECONOMIA Y PRODUCCION, y toda otra norma que se oponga a la presente.

ARTICULO 21.- Los laboratorios de andlisis fitosanitarios de plantas citricas de vivero y/o sus partes que se
encuentren vigentes en e Registro Nacional de Comercio y Fiscalizacién de Semillas a momento de la
publicacion de la presente resolucion en el Boletin Oficial tendran un plazo de SEIS (6) meses para adecuarse alo
establecido por esta normativa.

ARTICULO 22.- Registrese, comuniquese, publiquese, dese a la Direccion Nacional del Registro Oficial y
oportunamente archivese.

Digitally signed by BABBITT Silvana Beatriz
Date: 2023.08.09 10:42:33 ART
Location: Ciudad Auténoma de Buenos Aires

SILVANA BABBITT
Presidenta

Instituto Nacional de Semillas
Ministerio de Economia

Digitally signed by Gestion Documental
Electronica
Date: 2023.08.09 10:42:43 -03:00



ANEXO I-A

DATOS DEL LABORATORIO DE ANALISIS DE ENFERMEDADES DE PLANTAS

CITRICAS DE VIVERO Y/O SUS PARTES

PROPIETARIO

Nombre y Apellido o Razén Social

LABORATORIO

Nombre del Laboratorio

Domicilio
C.pP. Localidad Provincia
Teléfono: Celular: Correo electronico

PROFESIONAL RESPONSABLE
Director Técnico
Adjuntar curriculum vitae.

Nombre y Apellido

D.N.I.

Titulo profesional

Expedido por

Matricula Profesional N° (cuando corresponda)

Teléfono Celular

Correo electrénico

INSTALACIONES

Agregar fotocopia de plano o croquis a escala del laboratorio.

Lugar, Fecha, Firmay Aclaracion del Responsable Legal

IF-2023-92248921-APN-INASEAMEC
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ANEXO I-A

ALCANCE DE HABILITACION SOLICITADO (TIPOS DE ANALISIS A REALIZAR EN EL

LABORATORIO)

Enfermedad Metodologia de diagnostico
Planta Indicadora
Tristeza de los citricos (CTV) DAS-ELISA _
Inmunoimpresion
RT-PCR
Grupo Psorosis Planta Indicadora
Psorosis de los citricos (CPsV) RT-gPCR

Exocortis de los citricos (CEVd)

Planta indicadora

Electroforesis (s-PAGE)

RT-PCR

Cachexia de los citricos (HSVd)

Planta indicadora

Electroforesis (s-PAGE)

RT-PCR

Viroide de la Curvatura de la Hoja de
los Citricos (CBLVd)

Electroforesis (s-PAGE)

Planta indicadora

RT-PCR

Viroide del Enanismo de los Citricos
(CDVd)

Electroforesis (s-PAGE)

Planta indicadora

RT-PCR

Clorosis variegada de los citrus (CVC)

PCR

Cancrosis de los citricos

Infiltracion en tejido susceptible

Huanglongbing (HLB)

gPCR

; de de

(Lugar y Fecha)

Firmay Aclaracion del Director Técnico

IF-2023-92248921-APN-INASEAMEC
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ANEXO |-B

TERMINO DE COMPROMISO

Quien suscribe

D.N.L.: declara asumir la entera responsabilidad técnica del Laboratorio

de Analisis

Nro. de Inscripcion en el RNCyFS:

Comprometiéndose a ejercer su rol de Director Técnico y ejecutar las técnicas de analisis de acuerdo a
lo estipulado en la Resolucién N° y en cualquier
directiva emanada por el INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS. El presente término de
compromiso expira en el momento en que la Direccion de Evaluacion de Calidad del INSTITUTO
NACIONAL DE SEMILLAS reciba la Carta de Anulacién firmada por mi y/o por parte del
Responsable Legal de la Empresa.

X de de

(Lugar y Fecha)

(Firmay Aclaracion del Director Técnico)

NOTA: Quien suscribe debera adjuntar a la presente:
a) Fotocopia del D.N.I.

IF-2023-92248921-APN-INASEAMEC
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ANEXO |- C

Nombre del Laboratorio:

LISTADO DE ANALISTAS

Listado de Analistas autorizados para ejecutar las técnicas dentro del alcance de la habilitacion:

Nombre y Apellido Capacitacion recibida Lugar y Fecha

Lugar:

Fecha:

(Firma y Aclaracion del Difpcti,BegpiM001-A PN-INASEAMEC
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ANEXO I-D

Nombre del Laboratorio:

DETALLE DEL EQUIPAMIENTO

. Identificacidn interna del .
*
EQUIPO Marca Modelo Capacidad Laboratorio Observaciones

*de corresponder

(Lugar y Fecha)

(Firmay Aclaracion del Director Técnico)

IF-2023-92248921-APN-INASEAMEC
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ANEXO I- E

DESIGNACION DE REEMPLAZANTE AUTORIZADO

Quien suscribe

D.N.I. en su caracter de Director Técnico del Laboratorio de

Anélisis

Nro. de Inscripcion en el RNCyFS: , designa como Reemplazante Autorizado a
, D.NLL. ,

declarando asumir la entera responsabilidad técnica por las tareas desarrolladas en el ejercicio de sus
funciones.

Se adjunta curriculum vitae actualizado del autorizado para su aprobacion y fotocopia de D.N.I.

La presente designacion expira en el momento en que la Direccion de Evaluacién de Calidad del
INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS reciba la Carta de Anulacién por mi firmada y/o por parte
del Responsable Legal de la Empresa o por la finalizacion del ejercicio de mis funciones como

Director Técnico.

(Lugar y Fecha)

(Firmay Aclaracion del Reemplazante Autorizado)

(Firmay Aclaracion del Director Técnico

IF-2023-92248921-APN-INASEAMEC
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
1983/2023 - 40 ANOS DE DEMOCRACIA

Hoja Adicional de Firmas
Anexo

Numero: 1F-2023-92248921-APN-INASE#MEC

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Miércoles 9 de Agosto de 2023

Referencia: Anexo | EX-2023-35593550-APN-DA# NASE

El documento fue importado por el sistema GEDO con un total de 6 pagina/s.
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SILVANA BABBITT
Presidenta
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ANEXO lI

PROTOCOLOS Y DOCUMENTOS DE ADOPCION DEL METODO

Los laboratorios deberan enviar a la Direccion de Evaluacion de Calidad del
INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS (INASE), los protocolos utilizados que se
correspondan con el alcance que pretenden habilitar (ver Anexo Il de la presente
resolucion).

Cada protocolo aplicado para los andlisis que se realizan en el laboratorio deber& haber
sido ensayado de manera previa a su aplicacion, debido a que es necesario que el
laboratorio demuestre que domina el ensayo y lo realiza correctamente. Como evidencia
de esto, el Director Técnico debera elaborar un informe denominado Documento de

adopcion del método, que incluya los siguientes puntos:

- Objetivo y alcance del ensayo.

- [tem a ensayar.

- Detalle de insumos, reactivos, materiales de referencia y acondicionamiento de las
muestras.

- Listado de equipamiento necesario para su aplicacion.

- Parédmetros a evaluar:

1) Repetibilidad: proximidad entre los resultados de mediciones sucesivas del
mismo objeto valorado, realizadas bajo las mismas condiciones de medicion
(aplicacion de un mismo procedimiento, a un mismo objeto, por el mismo
analista, en intervalos cortos de tiempo, con el mismo equipamiento, instrumental,
en el mismo lugar).

2) Reproducibilidad: proximidad entre los resultados de mediciones de un mismo

objeto valorado, realizadas bajo distintas condiciones de medicion (aplicacion de
un mismo objeto valorado a diferentes analistas, distinto equipamiento, intervalos
largos de tiempo).

3) Limite de deteccion: menor concentracion de analito en una muestra de ensayo

que puede ser confiablemente distinguida del blanco.
4) Robustez: capacidad de un método analitico para que los resultados no se vean
afectados por variaciones deliberadas en los parametros del procedimiento.

5) Especificidad / Selectividad: aseguran la confiabilidad de la medicion del analito

en presencia de interferencias.

IF-2023-92249018-APN-INASEAMEC
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ANEXO lI

6) Intervalo de trabajo / Linealidad: el ambito de trabajo de un método analitico es

el intervalo entre los niveles més bajo y mas alto de concentraciones que ha sido
demostrado que puede ser determinado con la precision y la exactitud requeridas
para una determinada matriz.

- Resultados obtenidos.

- Personas que desarrollaron los ensayos.

- Conclusiones, criterios de aceptacion o rechazo del ensayo.

El documento de adopcion del método debera incluir la evidencia empirica y todos los
pasos para llevar a cabo todo el ensayo hasta la obtencion del resultado final, debiendo

incluir en el protocolo la forma correcta para controlar el ensayo.

Se debera presentar un protocolo con su respectivo documento de adopcion del método

para cada patogeno a determinar.

El laboratorio debera realizar una declaracion respecto de la estimacion de las tasas de

falsos positivos y de falsos negativos o la incertidumbre del método, segln corresponda.

Ademas, cada vez que se introduzca un cambio en el protocolo o en instalaciones /
equipos / insumos que afecten al desarrollo de ensayos, el laboratorio deberé redactar un
nuevo documento de adopcion del método y cumplimentar lo establecido en el Articulo

13 de la presente resolucion.

Los criterios a tener en cuenta para generar un nuevo documento de adopcion del
método son los siguientes, entre otros:

1.- Incorporacion de nuevos equipos (aun cuando el equipo sea idéntico a uno
preexistente). -

2.- Modificacion en el método de procesamiento de la muestra. -

3.- Modificacion de los protocolos de extraccion de acidos nucleicos. -

4.- Modificacion en los reactivos / insumos (marca y/o tipo). -

5.- Modificacion en la visualizacion y andlisis de datos y resultados. -

IF-2023-92249018-APN-INASEAMEC
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ANEXO lI

PRESENTACION - Requisitos de Forma

Tanto los protocolos como sus documentos de adopcion del método deberan ser
presentados ante la Direccion de Evaluacion de Calidad debiendo constar -ademas de
las especificaciones técnicas anteriormente mencionadas- todos los datos
identificatorios del Laboratorio y del Director Técnico para su correcta
individualizacion, como, asimismo, cada una de sus hojas numeradas y firmadas por el

Director Técnico.

IF-2023-92249018-APN-INASEAMEC
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ANEXO llI

NORMAS DE_ FUNCIONAMIENTO DE LABORATORIOS DE_ ANALISIS
FITOSANITARIOS DE PLANTAS CITRICAS DE VIVERO Y/O SUS PARTES

DISPOSICIONES GENERALES

GENERALIDADES

El alcance de la presente normativa es referente a los diagndsticos obligatorios de
enfermedades transmisibles por injerto a las distintas categorias y subcategorias de
plantas citricas.

La duracién de los diagnosticos y su repeticion se haran segun el Anexo | de la
Resolucion N° RESOL-2022-63-APN-INASE#MEC de fecha 1 de noviembre de 2022.
Los laboratorios deberan contar con las condiciones ambientales, fisicas y de
equipamiento necesarias para el desarrollo de sus tareas, y podran realizar s6lo los
ensayos para los cuales el INSTITUTO NACIONAL DE SEMILLAS (INASE) los haya
habilitado.

Dichos ensayos deberan estar documentados en protocolos con sus respectivos
documentos de adopcion del método. Tal como se menciona en el Anexo Il, estos
documentos tendran que ser presentados ante la Direccion de Evaluacion de Calidad del
INASE para su aprobacion.

Asimismo, se recomienda que se tengan en cuenta las normas de higiene y seguridad y
aquellas referidas al descarte seguro de residuos del laboratorio.

El Director Técnico deberd capacitar a los analistas dejando constancia de dicha

capacitacion en el legajo del personal.
INSTALACIONES
Debido a la naturaleza de los diagnosticos necesarios para la certificacion sanitaria de

plantas citricas de vivero y/o sus partes, toda entidad dedicada a esta actividad debera

contar con una seccién de laboratorio y una de invernaculo adecuadamente equipadas.

IF-2023-92249082-APN-INASEAMEC
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LABORATORIO

El &rea del laboratorio y cada una de sus dependencias deben ser compatibles con el
volumen de muestras que se procesen y con el personal disponible. Se debe establecer
una separacion eficaz entre zonas vecinas cuando se desarrollen en ellas actividades
incompatibles de forma que el acceso y el uso de todos los sectores sea definido y
controlado. Estos sectores deberan estar detallados en un croquis que sera presentado al
momento de la solicitud de habilitacion (Anexo I-A).

En funcion del o los andlisis para los cuales el laboratorio desee estar habilitado sera

necesario disponer de:

e Sector de recepcion e ingreso de muestras (independiente de los demas sectores).
e Sector de acondicionamiento y lavado de muestras.

e Sector para el analisis mediante técnicas seroldgicas.

e Sector para el andlisis mediante técnicas moleculares.

e Sector para almacenamiento de drogas y reactivos.

e Sector para almacenamiento de materiales de vidrio y plastico.

e Sector para el lavado de material.

e Sector de archivo de muestras.

e Sector de oficina.

INVERNACULO

El sector de invernaculo/s debe estar cercado con alambrado olimpico perimetral y
contar con piletas de desinfeccidn para la entrada peatonal y vehicular.

Toda el area comprendida en el alambrado perimetral, circundante a los invernaculos,
debe estar limpia y libre de malezas que puedan albergar insectos vectores de plagas.

El diagndstico de enfermedades se realizard en un invernaculo en condiciones de
aislamiento exterior y con controles de temperatura.

Para llevar a cabo las pruebas bioldgicas de manera correcta, deberan existir TRES (3)

sectores o invernaculos, en los cuales se desarrollaran las siguientes actividades:

Sector _1: siembra y cultivo de plantines indicadores y mantenimiento de las "plantas

candidatas”, con rango de temperatura entre 18-35°C.
|F-2023-92249082-APN-INASEZMEC
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Sector_2: denominado frio, con un rango de temperatura entre 18-27°C, utilizado para
pruebas de diagnostico para detectar grupo psorosis y tristeza de los citricos.

Sector_3: denominado caliente, con un rango de temperatura entre 27-40°C, utilizado
para pruebas de diagnéstico para detectar viroides.

En todos los sectores se llevaran registros de temperatura para poder correlacionar
sintomas con temperatura del sector. Ademaés, semanalmente se realizard el monitoreo
de todo el invernaculo para el control de insectos mediante trampas amarillas y
recoleccion de muestras de hojas.

Todo invernaculo dedicado al diagnostico debera contar con malla antiafido (40 mesh) y
con doble puerta de entrada con antecamara entre ambas puertas evitando el ingreso de
insectos. En la antecAmara se encontraran los guardapolvos de uso obligatorio y los
desinfectantes para manos, empledndose previo ingreso al invernéculo.

Al ingresar al invernaculo, en la antecamara se debera desinfectar el calzado con un
producto apropiado (solucion desinfectante, cobre, etc.). Dicho desinfectante debe ser
renovado periédicamente, dependiendo de la frecuencia del movimiento de personas

que ingresen al mismo.

EQUIPAMIENTO

El laboratorio y los invernaculos deberan estar provistos de todos los insumos y equipos
necesarios para la correcta ejecucion de los ensayos para los cuales el laboratorio desee
habilitarse. Cada equipo tendra una ficha técnica que contenga toda la informacion
necesaria del mismo, asi como las reparaciones, mantenimientos y calibraciones
realizadas. Todos los equipos deberan ser mantenidos en adecuado estado de
funcionamiento, debiendo para ello elaborarse un plan de mantenimiento/verificacién de

los mismos.

MATERIALES DE REFERENCIA

El laboratorio debera contar con el material de referencia (controles/testigos positivos y
sanos) adecuado para conducir los ensayos, el cual serd identificado con las

caracteristicas técnicas que se consideren relevantes.

PROCEDIMIENTOS, REGISTROS Y DOCUMENTOS
|F-2023-92249082-APN-INASE#MEC
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El laboratorio establecerd y mantendra un sistema documental en el que consten los

siguientes registros:

e Protocolo/s de analisis para el cual/los cuales ha solicitado la habilitacion.

e Documento de adopcion del método para cada andlisis/protocolo.

e Registro de ingreso de muestras.

e Registro de analisis de virus, viroides y bacterias (incluye boletin interno de analisis,
lecturas de lector ELISA, salidas del equipo de PCR, fotografias de geles de agarosa
y de membranas, segun corresponda).

e Registro de materiales de referencia.

e Registro de pruebas periddicas de dilucion de anticuerpos utilizados en la técnica de
ELISA.

e Registro de equipos (listado de equipos, plan de mantenimiento/control de equipos,
registros de controles, fichas técnicas).

e Registro de reactivos (facturas y/o remitos, fichas informativas que acomparian a los
reactivos).

e Certificados de analisis emitidos.

Registro de ingreso de muestras: se registraran en él todas las muestras que ingresen
al laboratorio y al invernaculo, se haya emitido certificado o no (muestras de control
interno de calidad, particulares, entrenamiento, test de referencia, muestras de
fiscalizacion y otras), con nimero correlativo. Los campos minimos obligatorios que
deben ser completados son: numero de muestra y/o de diagndstico, fecha de recepcion,
remitente, procedencia u origen, especie, cultivar, categoria, nimero de lote, analisis
solicitados, fecha de inicio y final del andlisis, fecha de emision y numero del

certificado de analisis.

Registro de analisis (de virus, viroides y bacterias): se elaborard un registro de
analisis por patdgeno/técnica. EI mismo sera identificado con el mismo nimero de
ingreso que posee la muestra en el registro de ingreso de muestras.

El registro de andlisis debera contar con la siguiente informacion: nimero de ingreso de
la muestra, andlisis solicitados, fecha de inicio y finalizacion del analisis, resultados

obtenidos, metodologia utilizada, datos e identificacion del analista (si las etapas fueran
|F-2023-92249082-APN-INASEZMEC
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desarrolladas por distintos analistas, cada uno indicara la etapa que le corresponda
mediante firma y aclaracion o sus iniciales). Se recomienda dejar un espacio para anotar

observaciones que hubiera del ensayo.

Material de Referencia: el laboratorio debera contar con los testigos positivos y sanos

adecuados para conducir los ensayos.

Reactivos: los distintos reactivos empleados en los analisis de rutina deberan estar
rotulados con: fecha de apertura del envase y fecha de vencimiento. Si se trata de
soluciones preparadas en el laboratorio, como buffers, en el rétulo se indicaran los
siguientes datos: nombre de la solucion, fecha de preparacion, fecha de vencimiento,
nombre del analista que prepard la misma y otros campos que pudieran corresponder

(por ejemplo: pH).

Informe de los resultados: los resultados de los ensayos solicitados se informaran en el
"Certificado de Analisis Fitosanitarios de Plantas Citricas de Vivero y/o sus partes”. El

mismo debe contener al menos los siguientes datos:

- Logotipo del laboratorio con datos (domicilio, localidad, provincia, teléfono, e-mail) y
namero de inscripcion en el RNCyFS.

- NUmero de certificado de andlisis.

- Fecha de emision del certificado de analisis.
- NUmero de registro de muestra.

- Especie y variedad.

- Categoria de planta.

- Solicitante.

- Fecha de ingreso de la muestra.

- Enfermedad/pat6geno analizado.

- Metodologia empleada.

- Resultados.

- Observaciones.

- Firma y sello de Director Técnico.

IF-2023-92249082-APN-INASEAMEC
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Aclaraciones:

En el campo “Metodologia” se debe indicar la metodologia empleada para cada anélisis
realizado.

En el campo “Resultados” se debera indicar lo siguiente:

- Si el patdgeno a determinar no fue detectado, se debera indicar “No detectado”.

- Si el patégeno a determinar fue detectado, se debera indicar “Detectado”.

En el campo “Observaciones”, podran indicarse aclaraciones, de ser necesario.

Archivo de Registros y Documentos:

Todos los registros, documentos y certificados emitidos deberan guardarse por un plazo
de CINCO (5) afios.

MUESTRAS PARA ANALISIS

Una vez que ingresan al laboratorio, las muestras recibidas deben ser identificadas con
su respectivo nimero de ingreso y procesarse en el menor tiempo posible para evitar
alteraciones en la calidad de las mismas. Deberan ser empaquetadas en bolsas plasticas
de polietileno junto con una etiqueta resistente. La bolsa debera ser envuelta firmemente
alrededor del material para evitar espacios de aire excesivos y ser colocada en una
segunda bolsa. Esta bolsa deberéa ser sellada o cerrada fuertemente con un cordel o una
banda elastica y ser rotulada nuevamente con la firma del responsable de la extraccion y
del Director Técnico o Representante de la empresa.

La temperatura de conservacion de muestras vegetales (varetas, hojas, brotes, semillas)
es de 5-8°C en heladera, sector de verduras.

Las muestras quedaran a total disposicion del INASE, durante VEINTE (20) dias
corridos después de entregado el correspondiente certificado de andlisis, lapso durante
el cual deberdn mantenerse en condiciones adecuadas de temperatura y humedad y
protegidas de contaminaciones.

IF-2023-92249082-APN-INASEAMEC
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TECNICAS DE LABORATORIO

DETECCION DEL VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS (CTV)
MEDIANTE DAS-ELISA

Equipamiento obligatorio

e Micropipetas de rango apropiado para desarrollar el protocolo.

e Peachimetro rango de pH de 0 a 14, resolucién 0,01, error +/- 0,1.

e Estufa de cultivo de temperatura regulable.

e Balanza analitica, capacidad para pesar 120 gr, precision 0,001 gr.

e Heladeray Freezer (-20 °C).

e Equipo para produccion de agua destilada o similar (o en su defecto debera contar
con agua destilada).

e Lector de microplaca (espectrofotometro 405 nm).

Técnica

El laboratorio debera enviar el protocolo, que dependera de la marca comercial del kit
utilizado, junto con el documento de adopcion del método. Los mismos seran evaluados

por la Direccion de Evaluacion de Calidad del INASE.
Se deberan tener en cuenta las siguientes consideraciones:

e La extraccion se realizard a partir de corteza verde respetando una relacion 1:10

(peso corteza verde: volumen buffer de extraccién).

e Prueba de diluciones de anticuerpos: se realizara cada vez que se abre un nuevo lote

de anticuerpos y debera emplearse un testigo positivo de baja concentracion.
e EIl nimero de testigos a emplear por placa, serd como minimo, el siguiente:

- testigos positivos (enfermos): DOS (2). Uno de la menor concentracién posible
tal que se distinga del testigo sano (positivo débil) y otro de una concentracion

mayor.

- testigos negativos (sanos): TRES (3).

IF-2023-92249082-APN-INASEAMEC
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- blanco (buffer): UNO ().

Interpretacion de los resultados

El tiempo de lectura variard segin la calidad de las placas y de los anticuerpos
empleados. Se podré hacer una lectura preliminar a los TREINTA (30) minutos y la
lectura final a los SESENTA (60) minutos.

Se consideraran positivas a aquellas muestras cuyas lecturas de absorbancia a una
longitud de onda de 405 nm (A 405) arrojen un valor mayor al doble de los controles
sanos, 0 mayor al promedio del valor de la lectura de los controles sanos méas un valor

de 0,1 de absorbancia.

Todas las muestras con valores de absorbancia menores a lo expresado seran

consideradas sanas.

En caso de lecturas donde el célculo arroje interpretaciones dudosas o confusas, la
interpretacion final de los resultados quedara a criterio del Director Técnico.

DETECCION DEL VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS (CTV)
MEDIANTE INMUNOIMPRESION DIRECTA

Equipamiento obligatorio

e Micropipetas de rango apropiado para desarrollar el protocolo.

e Peachimetro rango de pH de 0 a 14, resolucién 0,01, error +/- 0,1.

e Balanza analitica con capacidad para pesar 120 g(r) con resolucion 0.001 gr.

e Lupa binocular de 10x- 20x de aumento.

e Heladeray Freezer (-20 °C).

e Equipo para produccion de agua destilada o similar (o en su defecto debera contar
con agua destilada).

e Agitador magnético y orbital.

e Camara fotogréafica o dispositivo para tomar fotos.

Técnica

IF-2023-92249082-APN-INASEAMEC
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El laboratorio debera enviar el protocolo, que dependera de la marca comercial del kit
utilizado, junto con el documento de adopcion del método. Los mismos seran evaluados

por la Direccion de Evaluacion de Calidad del INASE.

Se deberan tener en cuenta las siguientes consideraciones:

e La extraccion se realizard a partir de brotes tiernos, pedicelos de hojas o pedunculos
de frutos. Se deben tomar CINCO (5) brotes tiernos de la Gltima brotacién o DIEZ

(10) hojas alrededor de la copa y preferentemente de la parte superior.
e Se deben realizar al menos DOS (2) improntas por cada brote u hoja.

e Todas las membranas deberan llevar los correspondientes controles positivos y

negativos.

e Lamembrana debe fotografiarse y archivar la foto en el boletin de anélisis.

Interpretacion de los resultados

La presencia de precipitados violaceos en la zona vascular de las secciones de
material vegetal indica una reaccion positiva y, por lo tanto, la presencia del

virus.

TECNICAS MOLECULARES

DETECCION DE VIROIDES MEDIANTE ELECTROFORESIS (s-PAGE)

Equipamiento
e Micropipetas de rango apropiado para desarrollar el protocolo.
e Balanza analitica, capacidad 120gr con resolucion 0,001gr.
e Agitador orbital.
e Peachimetro rango de pH de 0 a 14, resolucion 0,01, error +/- 0,1 rango de
temperatura de 0,5 a 100°C, 1°C de resolucién, +/- 1°C de error.
e Cuba de electroforesis y sus respectivos peines.

e Fuente de electroforesis (L00mA, 1000 V de capacidad o superior).

IF-2023-92249082-APN-INASEAMEC
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e Céamara fotogréafica o dispositivo para tomar fotos.

e Transiluminador.

Técnica
El laboratorio debera enviar el protocolo junto con el documento de adopcion del
método, los cuales seran evaluados por la Direccion de Evaluaciéon de Calidad del
INASE.

Interpretacion de los resultados

La aparicion de banda/s en la mitad superior del gel en concordancia con el testigo
positivo indica la presencia de viroide/s en la muestra.

La ausencia de bandas indica que el patdgeno analizado no fue detectado en esa
muestra.

La banda debe observarse en el control positivo (enfermo) y no observarse en el control
negativo (sano).

Los resultados esperados son bandas correspondientes a los ARN viroidales en las
diversas alturas debido a la diferencia de migracion por su peso molecular. Asi, CEVd,
que es de mayor tamafio se visualiza mas arriba en el gel, luego se observa CBLVd y

mas abajo los demas viroides con bandas muy préximas entre si.

Cabe aclarar que la utilizacién de este método en el diagnostico de viroides,

permite detectar la presencia de los mismos, pero no su diferenciacion.

DETECCIONES MEDIANTE PCR, RT-PCR Y RT-gPCR

Equipamiento
e Micropipetas de rango apropiado para desarrollar el protocolo.
e Termociclador para PCR o para gPCR, segun corresponda.
e Heladera (4°C) y Freezer (-20°C).

e Balanza analitica con resolucion 0,001gr.
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e Sistema de molienda de material vegetal.

e Centrifuga refrigerada.

e Agitador vortex.

e Cuba electroforética, camas y peines para geles de electroforesis.
e Céamara fotogréafica o dispositivo para tomar fotos.

e Transiluminador.

e Espectrofotdmetro para cuantificar &cidos nucleicos (optativo).

Técnica
El laboratorio debera enviar los siguientes protocolos:

-Protocolo de extraccién de acidos nucleicos.
-Protocolo de sintesis de cDNA en caso de virus y viroides.
-Protocolo de PCR.

También, debera enviar el respectivo documento de adopcién del método, el cual sera
evaluado por la Direccion de Evaluacién de Calidad del INASE.
Ademas, se tendra que cumplir con las siguientes consideraciones:

-Para detectar los distintos patdgenos mediante RT-PCR, PCR y RT-gPCR deberan
utilizarse unicamente los cebadores que se detallan en la Tabla 1. No se permite utilizar

otros cebadores que no estén incluidos en dicha tabla.
-Las detecciones son de tipo CUALITATIVO.

-Para la deteccion de la enfermedad Huanglongbing (HLB), el protocolo y los cebadores

se detallan en el Anexo IV.
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Tabla 1: Cebadores especificos para detectar los distintos patégenos mediante PCR, RT-PCR

y RT-gPCR. CVC: Clorosis variegada de los citricos, CEVd: Exocortis de los citricos, CBLVd: Viroide de la
curvatura de la hoja de los citricos, HSVd: Cachexia de los citricos, CDVd: Viroide del enanismo de los citricos, CTV:
Virus de la tristeza de los citricos, CPsV: Virus de la psorosis de los citricos.

Tamanfo del | Temperatura
Patégeno Nombre Secuencia 5'- 3' fragmento | de annealing
(pb) )
CVvC-1
cve : AGATGAAAACAATCATGCAAA 500 615
272-2i GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT
CEVd CEV-AM3R |CCGGGGATCCCTGAAGGACTT 371 -
CEV-AP3 F GGAAACCTGGAGGAAGTCGAG
CBLVd CBLV-CM2R | TCGACGACGACCAGTCAGCT 933 -
CBLV-AP2F |TCCCCTTCACCCGAGCGCTGC
HSVd CV2-AMR CCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGT 302 -
CV2-APF GGCAACTCTTCTCAGAATCCAGC
cpvd [EV3-AMR TCACCAACTTAGCTGCCTTCGTC 271
CV3-APF CTCCGCTAGTCGGAAAGACTCCGC 55
CV4-AM3R |TCTATCTCAGGTCGCGAAGGAAGAAGC
CBCvd 209 55
CV4-AP4 F TCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACC
CTV Univ P33-F GATGTTTGCCTTCGCGAGC 1000 -
Univ P33-R CCCGTTTAAACAGAGTCAAACGG
CPsV HPCP1C GTTCAAGATGGAGCAAGTTGATGGA 113 -
hpCP3 GAGACCCTTGTGTAAAAACCAGCAC

Interpretacion de los resultados

En el caso de las detecciones mediante RT-PCR o PCR convencional, la aparicion en el

gel de una banda a la altura esperada (tamafio de fragmento esperado) y en concordancia

con la banda observada en el control positivo (enfermo), indica la presencia del

patdgeno en la muestra.

La ausencia de banda indica que el patdgeno analizado no fue detectado en esa muestra.

La banda debe observarse en el control positivo y no observarse en el control negativo

(sano).

Para la estimacion del tamafio del amplicén, la banda se debe comparar con un

marcador de peso molecular adecuado y, ademas, con el control positivo.
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En el caso de la deteccion del virus de la psorosis de los citricos (CPsV) que se realiza
mediante RT-qPCR, la muestra se considerara positiva cuando:
- La temperatura de Melting en la cual ocurre el pico, se encuentre dentro del
rango establecido por el laboratorio.
- Cuando el valor de Ct obtenido se encuentre dentro del rango establecido por el
laboratorio.
Tanto el rango de Tm como el rango de Ct seran establecidos y demostrados/validados
por el laboratorio en el documento de adopcion del método que el mismo presentd al
momento de la habilitacién. Cualquier cambio en los reactivos que pudiera modificar
los rangos de Tm y Ct de las muestras positivas, el laboratorio debera realizar una nueva

validacion y presentar su correspondiente documento de adopcion del método.

TECNICAS DE INVERNACULO

El protocolo de extraccion de las muestras se describe a continuacion:

1)- La planta "candidata" a Planta Madre Semillera (PMS) debe estar en un lote de
PMS. Se debe contar con un plano del lote y tener un registro de origen, procedencia del
material y fecha de plantacion para verificar la calidad genética de la futura PMS.

2)- Se debe ubicar el nimero de lote, el nimero de fila y el nimero de planta de la
"candidata" a PMS y se identificara dicha planta mediante precinto (no oxidable) con
los datos: especie citrica, lote, filay planta.

3)- Extraccién de la muestra:

Se revisara el arbol para observar posibles problemas sanitarios, de produccion o de
fidelidad varietal.

Se dividira el arbol en CUATRO (4) sectores y a una altura aproximada de 1,50 m
desde el suelo.

Se extraerdn TRES (3) varetas yemeras por sector (total: DOCE (12) varetas). Las
varetas deberan ser maduras, de seccion circular.

En caso de que las varetas no se inoculen en el corto plazo, se las tratard con parafina en
los extremos (para evitar su deshidratacién) y se colocaran en heladera, en bolsas de

polietileno debidamente identificadas con tarjetas (adentro y afuera de la bolsa).
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Los datos a colocar en las DOS (2) tarjetas de la bolsa seran los que figuran en el arbol
de donde se sacé la muestra (punto 2), la fecha de extraccién de la muestra y el
responsable de la extraccion.

4)- La firma o el solicitante del analisis, enviara de inmediato la muestra al Laboratorio
de Diagnostico autorizado por el INASE y se comunicara de forma fehaciente con el
mismo, indicando transporte, fecha de envio e identificacion del material enviado

(numero de muestras y datos de cada muestra).

SIEMBRA Y CULTIVO DE PLANTINES INDICADORES PARA PRUEBAS
DE DIAGNOSTICO BIOLOGICAS

Los plantines indicadores se obtendran de semillas de Plantas Madres Semilleras con
resultado negativo de pruebas de diagnostico para psorosis. Las semillas se cosecharan
de estos arboles segun procedimientos rutinarios, se secaran Yy desinfectaran,
conservandose hasta su siembra a una temperatura de 5-8°C.

Las semillas se sembraran en cajones germinadores dentro del invernaculo. Una vez
alcanzados entre 10-15 cm de altura se trasplantardn a macetas bajo estricta seleccién
que permita la mayor uniformidad de los plantines seleccionados, evitando recesivos y
de origen sexual.

Se debe garantizar la obtencion de plantines vigorosos, libres de deficiencias y de
patdgenos de manera de evitar el enmascaramiento de sintomas foliares a observar en

las pruebas bioldgicas.

PRUEBAS DE DIAGNOSTICO BIOLOGICAS

La prueba de diagnostico clasica se desarrolla de la siguiente manera:

« El indculo de la planta "candidata” (obtenido de una vareta yemera) se injertara
en forma de escudete o "T™" en numero de TRES (3) indculos (yemas o piezas de
corteza de vareta/s yemera/s) por cada plantin indicador, empleandose OCHO (8)

plantines de cada indicador por planta “candidata” a testear:
-CUATRO (4) plantines de cada indicador, inoculados con la planta candidata a

IF-2023-92249082-APN-INASEAMEC
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ANEXO llI

controlar.

-DOS (2) plantines como controles positivos, inoculados preferentemente con un
aislamiento severo y uno leve, de la enfermedad que se esta diagnosticando.

-DOS (2) plantines como controles negativos (sin inocular).

El objetivo de los controles (negativos y positivos) es disponer de plantines/plantas
con sintomas (enfermos) y sin sintomas (sanos) para comparar con los observados en
los inoculados con la planta "candidata”. Esto evita la subjetividad de las
observaciones y permite comprobar que las condiciones ambientales son Optimas
para la manifestacion de los sintomas, sin deficiencias nutricionales y/o dafios de

insectos que pudieran enmascarar 1os mismos.

»  Estas pruebas también pueden realizarse en forma grupal, utilizando CINCO (5)
plantas "candidatas" por grupo. En este caso, en lugar de DOS (2) testigos positivos y
DOS (2) testigos negativos por planta "candidata”, se emplean CUATRO (4) testigos
positivos y CUATRO (4) testigos negativos por grupo.

Los testigos positivos se inoculan:
-DOS (2) testigos con un aislamiento débil de la enfermedad a diagnosticar y

-DOS (2) testigos con otro aislamiento debil de la misma enfermedad a diagnosticar

(en lo posible deberia ser un testigo positivo de origen conocido).

» Toda prueba debe llevar una planilla de invernaculo donde se registrara toda la
informacion que identifica la planta "candidata”, fecha de inoculacion y de revisacion
de prendimiento del indculo y cantidad de indculos; identificacion del testigo
positivo (enfermo) utilizado; que enfermedad se diagnostica; que especie se utiliza
como indicador; si es prueba clasica o grupal; las observaciones que se realizan y los

resultados cuando finaliza la prueba.

IF-2023-92249082-APN-INASEAMEC
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Esquema de una prueba clasica de diagndstico bioldgico:

1 2 3 4 5 6 7 8
Planta Candidata enfarmos sancs
Testigo + Testigo -

[ Plantin indicador inoculado con 3 trozes de corteza de la Planta Candidata

=1 Plantin indicador inoculado con 3 trozes de corteza de un aislamiento débil de la enfermedad que
se diagnestica (Testigo positivo, +).

Il Plantin indicador sin inocular, sano (testigo negativo, -).

El material asl injertado se somelera a las siguientes pruebas biolégicas siguiendo los protocoles
comrespondientes.

DIAGNOSTICO DEL VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS (CTV)

Indicador: lima mejicana o lima Key (Citrus aurantifolia).

Observaciones al plantin inoculado: deberan realizarse a partir de la primera
brotacion y durante por lo menos TRES (3) brotaciones. Para la observacion de

sintomas en ramitas (stem pitting) se debe esperar OCHO (8) meses de inoculado.
Temperatura: entre 18 - 27°C (sector “frio”).

Sintomas a observar: un plantin indicador de tristeza mostraré (de resultar positivo
o enfermo): aclaramiento de nervadura (vein clearing), acorchamiento de nervadura
(vein corking), abarquillados de hojas (cupping), acanaladuras en ramitas (stem

pitting) con o sin presencia de goma.

DIAGNOSTICO DE GRUPO PSOROSIS

(Psorosis, Concave gum, Cristacortis, Impietratura y otras enfermedades del

Grupo psorosis)

IF-2023-92249082-APN-INASEAMEC

Pégina 16 de 20



ANEXO llI

Esta prueba se divide en DOS (2) etapas:

1)- Primera etapa: prueba para Grupo psorosis.

Indicador: Naranjo dulce Pineapple (Citrus sinensis) y/o Tangor Dweet (hibrido).
Temperatura: entre 18 - 27°C (sector “frio”).

Observaciones al plantin inoculado: debera realizarse sobre hojas de brotes

jévenes y adultos a partir de la primera brotacion.

Sintomas a observar: un plantin indicador del grupo psorosis mostrard, de resultar
positivo o enfermo: necrosis de brotes (shock), flecos cloréticos en brotes jovenes
(flecking), manchas, moteado, mosaico, variegado, puntillado. En brotes adultos:

variegado, anillos, goma.

2)- Sequnda etapa: prueba de proteccion cruzada.

Duracion de la segunda etapa: luego de SEIS (6) a OCHO (8) semanas desde la

inoculacion.

Método: proteccion cruzada (cross protection) realizado en los plantines utilizados
en la primera etapa del protocolo.

Indicador: Naranjo dulce Pineapple (Citrus sinensis) y/o Tangor Dweet (hibrido).
NuUmero de plantas indicadoras prueba individual:

Se inoculardn DOS (2) de los CUATRO (4) plantines inoculados con planta
"candidata” en la primera etapa, con un aislamiento de Psorosis B.

Ademas, UN (1) plantin de los DOS (2) plantines inoculados con un aislamiento leve
de psorosis en la primera etapa (testigo positivo o enfermo), se inoculard con un

aislamiento de Psorosis B.

Por ultimo, UN (1) plantin de los DOS (2) plantines sin inocular en la primera etapa

(testigo negativo o sano), se inoculara con un aislamiento de Psorosis B.
In6culo: DOS (2) piezas de corteza de vareta yemera de planta con psorosis anterior.
Temperatura: entre 18 - 27°C (sector “frio”).

Observaciones al plantin inoculado: sobre hojas de brotes adultos a partir de las

OCHO (8) — DOCE (12) semanas desde la inoculacion y hasta aparicién de sintomas.
IF-2023-92249082-APN-INASEAMEC
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Sintomas a observar: un plantin indicador del grupo psorosis, de resultar positivo o
enfermo con el virus de la psorosis, NO mostrara presencia de goma en hojas, en
brotes adultos y en ramitas. Estos sintomas sélo deben observarse en los plantines
indicadores que en la primera etapa dieron negativos para el virus de la psorosis, de
esa manera se confirma la ausencia de esta enfermedad, no asi para las muestras
enfermas con OTROS virus del Grupo Psorosis (que si muestran sintomas de
Psorosis B).

Aclaracion: en los casos en los que se emplea la técnica de RT-gPCR para detectar

CPsV, no es necesario llevar a cabo la segunda etapa (etapa de proteccién cruzada).

DIAGNOSTICO DE VIROIDES CITRICOS

Indicador: Cidra Etrog Arizona 861 S1 (Citrus medica) injertada sobre un

portainjerto vigoroso.
Temperatura: entre 27 - 40°C (sector “caliente”).

Observaciones a la planta inoculada: sobre peciolos y hojas de brotes adultos
después de TRES (3) meses de inoculados como minimo y durante por lo menos UN
(1) afio.

Sintomas a observar: un plantin indicador de viroides mostrara (de resultar positivo
o enfermo): epinastia, amarronamiento del peciolo, de nervaduras central, de

nervaduras secundarias y de la punta de la hoja.

Nota: Cidra Etrog Arizona 861 S1 es un clon. Se multiplica por injerto de yema

sobre un pie vigoroso (por ejemplo, Citrus jambhiri o limoén rugoso).

DIAGNOSTICO DE CACHEXIA (XILOPOROSIS)

Indicador: Mandarina Parson’s Special injertadas sobre Citrus jambhiri (limon

rugoso u otro portainjerto vigoroso).

Observaciones a la planta inoculada: después de, como minimo, NUEVE (9) a

DIEZ (10) meses de inoculada y hasta DOS (2) afios, se realiza una ventana (levantar
|F-2023-92249082-APN-INASEZMEC
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la corteza) en la zona de union del injerto para observar la presencia de goma y poros

en corteza y tronco.
Temperatura: entre 27 - 40°C (sector “caliente”).

Sintomas a observar: de resultar positivos o enfermos, los plantines mostraran, al
levantar la corteza en la zona de union del injerto, presencia de goma y poros en

corteza y tronco.

DIAGNOSTICO DE CANCROSIS DE LOS CITRICOS

Insumos y Reactivos:

-Vasos de precipitado de 50 y 100 ml.
-Jeringas de 5 ml.

-Micropipetas de 10 y 50 ul.

-Tips para micropipetas.

-Cajas de Petri.

-Papel de filtro.

-Agar agua al 10%.

-Hipoclorito de sodio.

-Frascos para lavado y desinfeccion de las hojas de 100 ml.
-Morteros.

-Camara de flujo laminar.

-Estufa de cultivo con luz.
-Destilador o agua destilada.

-Cémara de crecimiento con luz y regulacién de temperatura.

Meétodo: infiltracion de tejido susceptible.

Procedimiento:

a) En hoja desprendida:

1- Cortar hojas jovenes de una variedad sensible: lima mejicana o pomelo Duncan,
|F-2023-92249082-APN-INASEZMEC
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y colocarlas en un frasco grande.

2- Lavarlas con agua corriente durante QUINCE (15) minutos.

3- Lavar por CINCO (5) minutos con una solucion de hipoclorito de sodio al 1%.

4- Enjuagar TRES (3) veces, CINCO (5) minutos, en agua destilada estéril.

5- Bajo flujo laminar, secar las hojas en papel de filtro estéril.

6- Pinchar, generando heridas en cada hoja en el envés, alrededor de la nervadura
central, CINCO (5) veces de cada lado.

7- Colocar la hoja en caja de Petri conteniendo agar agua al DIEZ POR CIENTO
(10%) y sembrar en cada herida 10 ul de la solucion problema.

8- Preparar un testigo negativo con agua destilada estéril.

9- Incubar a 28°C con luz permanente.

10- Leer hasta DOS (2) o TRES (3) semanas.

La primera semana aparece una pequefia mancha oleosa. Luego se manifiesta un halo
amarillento alrededor y, finalmente, se forma un tejido calloso blanco granuloso
alrededor de la herida.

b) En plantas de variedad sensible:

Indicador: pomelo Duncan y lima Key.

Inoculo: trocitos de cancro de hojas, tallos o frutos que se trituran en mortero y se
maceran en agua corriente. El liquido sobrenadante se utiliza como indculo.

Los plantines deben mantenerse en excelentes condiciones de crecimiento.

Se eligen hojas jovenes y se inoculan en el envés con jeringa de 5 ml sin aguja, esta
inoculacion se realiza por presion cerca de la nervadura central donde la suspensién
(indculo) penetra hasta el mesofilo de la hoja. Se realizan OCHO (8) puntos de
inoculacion (CUATRO (4) inoculaciones a cada lado de la hoja) introduciendo el
indculo en el mesdfilo de la hoja, abarcando la mitad de la misma. Se dejan en camara
de crecimiento y, a los CUATRO (4) o CINCO (5) dias se observan los sintomas. Al
comienzo se observaran pequefias puntuaciones clordticas y luego, en la mitad de la

hoja inoculada, se desarrollan los tipicos cancros.
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ANEXO IV

Diagndstico de HLB por gPCR a partir de material vegetal
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La extraccion de ADN desde material vegetal se realiza segun adaptado de Murray &
Thompson, 1980.

1. Extraer las nervaduras y peciolos a mano o con la ayuda de un bisturi.

2. Pesar 0,5 gr del material vegetal (conservar el resto de la muestra en heladera).

3. Cortar las nervaduras en pequefos trozos de 1 cm aproximadamente.

4. Colocar el material vegetal dentro de las bolsas de extraccion. Las nervaduras pueden
congelarse a -20°C hasta su procesamiento.

5. Moler el material vegetal utilizando el homogeneizador tipo Homex con 3 ml de buffer
de extraccion CTAB con 0,2% de B-mercaptoetanol.

6. Transferir al menos 1 ml de la parte liquida del macerado a un microtubo de 2 ml.

7. Incubar como minimo TREINTA (30) minutos en bafio maria a 65°C. Agitar por
inversion cada QUINCE (15) minutos.

8. Centrifugar CINCO (5) minutos a 14.000 g a temperatura ambiente.

9. Recuperar 0,9 ml del sobrenadante y colocarlo en un nuevo microtubo de 2 ml, con
igual volumen de mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Mezclar ambas fases hasta
obtener una emulsion.

10. Centrifugar CINCO (5) minutos a 14000 g.

11. Recuperar 0,8 ml de la fase acuosa en un microtubo de 1,5 ml, y agregar 0,6
volimenes de isopropanol frio (480 pl). Agitar manualmente hasta homogeneizar.

12. Dejar al menos TREINTA (30) minutos en freezer a —20°C (se puede incubar toda la
noche a —20°C o 10 minutos a —80°C).

13. Centrifugar a 4°C, DIEZ (10) minutos a 14.000 g.

14. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 1000 pl de etanol SETENTA POR
CIENTO (70%).

15. Centrifugar DIEZ (10) minutos a 14.000 g.

16. Repetir los pasos CATORCE (14) y QUINCE (15).

17. Secar las muestras en flujo laminar hasta que no se vean residuos de etanol.

18. Resuspender en 0,1 ml de agua libre de nucleasas. Si es necesario usar el ADN
inmediatamente, colocar TREINTA (30) minutos a 65°C en bafio seco, de lo contrario,

dejar en heladera toda la noche.
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Deteccion de Ca. L. spp. por qPCR segun Li et al. (2006)

ANEXO IV

Cebadores Secuencia 5" 3’ Gen de origen| Especifico para
HLBas Ca. Liberibacter
TCGAGCGCGTATGCAATACG L
(syn.CIT295) asiaticus
HLBr (syn.CIT Ca. Liberibacter
GCGTTATCCCGTAGAAAAAGGTAG 16S rDNA
298)! spp.
HLBam Ca. Liberibacter
GAGCGAGTACGCAAGTACTAG .
(syn.CIT297) americanus
COXf GTATGCCACGTCGCATTCCAGA . .
COX Citocromo oxidasa
COXr GCCAAAACTGCTAAGGGCATTC vegetal
e . Gen de -
Sondas Secuencia 5’ 3 . Especifico para
origen
HLBp(syn. CIT Ca. Liberibacter
) 6-FAMJAGACGGGTGAGTAACGCG(gHQ-1a~q) 16S rDNA
409) spp.
Citocromo oxidasa
COXp sTelATCCAGATGCTTACGCTGG(BHA1a~q) COX
vegetal
Etapas N° de ciclos Tiempo Temperatura °C
1 1 20s 95
) 40 1s 95
40s 58

Deteccidn de Ca. L. asiaticus por gPCR segtin Morgan et al. (2012)

Cebadores

Secuencia5 — 3’

Gen de origen

Especifico para

LJ900f

GCCGTTTTAACACAAAA
GATGAATATC

LJ900r

ATAAATCAATTTGTTCTA
GTTTACGAC

LJ900p

[6-FAM]
ACATCTTTCGTTTGAGT
AGCTAGATCATTGA[BHQ1a

~Q]

hyvi /hyvi

Ca. Liberibacter asiaticus
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Pagina3 de7




ANEXO IV

Etapas N de Tiempo Temperatura °C
ciclos
1 1 15 min 95
2 20 3s 95
30s 62

Deteccidn de Ca. L. asiaticus por nested-qPCR segtin Lin et al. (2010) modificado por EEAOC
(2014)

Cebadores Secuencia5 — 3 ng de Especifico para
origen
Las O-F CGGTGAATGTATTAAGCTGAGGCGTTCC
Las O-R TACCCACAACAAAATGAGATACACCAACAACTTC
Las | -F CGATTGGTGTTCTTGTAGCG EFTs | % Uiberibacter
asiaticus
Las|-R AACAATAGAAGGATCAAGCATCT
Sonda Las-P i6-FaM] AATCACCGAAGGAGAAGCCAGCATTACA[BHO1a-Q]
Etapas N° de ciclos Tiempo Temperatura °C
1 1 2 min 50
2 1 10 min 95
30s 95
3 20 45s 67
45 s 72
30s 95
4 35 45 s 57
45 s 72
REFERENCIAS:

- Murray MG, Thompson WF. 1980. Rapid isolation of high molecular weight plant DNA. Nucleic Acids
Res. 8(19):4321-5. doi: 10.1093/nar/8.19.4321.

- Lin, H.; Chen, C.; Doddapaneni, H.; Duan, Y.; Ciberolo E. L.; Bai, X. and Zhao, X. 2010. A new
diagnostic system for ultra-sensitive and specific detection and quantification of Candidatus
liberibacter asiaticus, the bacterium associated with citrus Huanglongbing, Journal of Microbiological
Methods 81.17-25. doi: 10.1016/j.mimet.2010.01.014.

- Morgan, J.K.; Zhou, L.; Li, W.; Shatters, R.G.; Keremane, M.; Duan, Y. {2012). Improved real-time
PCR detection of “Candidatus liberibacter asiaticus” from citrus and psyllids hosts by targeting the
intra genic tandem-repeat of ITS prophage genes. Mol Cell Probes. 26(2):90-8. doi:
10.1016/j.mcp.2011.12.001.

IF-2023-92249136-APN-INASEAMEC

Pagina4 de7




ANEXO IV

- Diagnéstico de HLB por PCR cuantitativo (qPCR) con sonda TagMan; Versién 2. Laboratorio de la

Seccion Fitopatologia-EEAOC.

- Determinacion de la curva de calibracion para diagnéstico de HLB. M. E. Acosta, V. Martinez y G.
Fogliata. 2010.

- Protocolo para la deteccion de Candidatus Liberibacter spp. en Rutaceas y Diaphorina citri por PCR
Convencional y PCR cuantitativa (TagMan), armonizado entre INTA (IPAVE, Yuto, Concordia,
Montecarlo y Bella Vista), INASE, EEAOC y SENASA.-Plant Protection and Quarantine New Pest
Response Guidelines.

- Citrus Greening Disease. United States Department of Agriculture — Animal and Plant Health
Inspection Service. February 02, 2012.

- Quantitative real-time PCR for detection and identification of Candidatus Liberibacter species
associated with citrus huanglongbing. Wenbin Li, John S. Hartung , Laurene Levy. 2006.

- CFX96™ and CFX384™ Real-Time PCR Detection System. Instruction Manual Biorad. 2010.

- EPPO PM 7/121 (1) "Candidatus Liberibacter africanus’, “Candidatus Liberibacter americanus’and
"Candidatus Liberibacter asiaticus’. European and Mediterranean Plant Protection Organization.
Bulletin 44, 376-389, 2014.

- Procedimiento técnico: Diagnostico de HLB por nested PCR cuantitativo (n-qPCR). Revisién 01.

Laboratorio de la Seccion Fitopatologia-EEAOC.

Diagnéstico de HLB por qPCR a partir de insectos

Extraccion de ADN desde psilidos (adaptado de Murray & Thompson, 1980)

1. Colocar de UNO (1) a DIEZ (10) insectos en un tubo de 1.5 ml conteniendo bolitas para
moler.

2. Adicionar 400 ul de buffer de extraccién CTAB con 0,2% de B-mercaptoetanol.

3. Moler en el homogeneizador de tejidos utilizando el programa de DOS (2) ciclos de 20
“a 6000 rpm con pausas de 15”.

4. Incubar como minimo TREINTA (30) minutos en bafio maria a 65°C. Agitar por
inversion cada QUINCE (15) minutos.

5. Centrifugar CINCO (5) minutos a 14.000 g a temperatura ambiente.

6. Recuperar 300 ul ml del sobrenadante y colocarlo en un nuevo microtubo de 1.5 ml,
con igual volumen de mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Mezclar ambas fases

hasta obtener una emulsion.
IF-2023-92249136-APN-INASE#MEC
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7. Centrifugar CINCO (5) minutos a 14000 g.

8. Recuperar 250 yl ml de la fase acuosa en un microtubo de 1,5 ml, y agregar 0,6
volimenes de isopropanol frio (150 pl). Agitar manualmente hasta homogeneizar.

9. Dejar al menos TREINTA (30) minutos en freezer a —20°C (se puede incubar toda la
noche a —20°C o 10 minutos a —80°C).

10. Centrifugar a 4°C, DIEZ (10) minutos a 14.000 g.

11. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 500 pul de etanol SETENTA POR
CIENTO (70%).

12. Centrifugar DIEZ (10) minutos a 14.000 g.

13. Repetir los pasos ONCE (11) y DOCE (12).

14. Secar las muestras en flujo laminar hasta que no se vean residuos de etanol.

15. Resuspender en 30ul de agua libre de nucleasas. Si es necesario usar el ADN
inmediatamente, colocar TREINTA (30) minutos a 65°C en bafio seco, de lo contrario,

dejar en heladera toda la noche.

Deteccion de Ca. L. spp. por gPCR segun Li et al. (2006)

S Gen de -
Cebadores Secuencia 5 3 origen Especifico para
HLBas (syn.CIT295) TCGAGCGCGTATGCAATACG Ca. Liberibacter
HLBr (syn.CIT 298)* GCGTTATCCCGTAGAAAAAGGTAG 16S rDNA scr?b Liberibacter
HLBam (syn.CIT297) GAGCGAGTACGCAAGTACTAG Ca. Liberibacter
Wgf (Syn. Cit418DcWG) GCTCTCAAAGATCGGTTTGAC GG Gonw N
Wgr (syn. Cit419DcWG) GCTGCCACG AACGTT ACCTTC 9 P
Sondas Secuencia5 — 3 Gen de Especifico para
origen
HLBp (syn. CIT 409)2 6-FAMAGACGGGTGAGTAACGCG(8HO-1a-0] 16S rDNA SCF‘;"D Liberibacter
W syn. . . L
Hng(’Cit 420DCWG) (SYN- | ¢ e TTACTGACCATCACTCTGGACGC eHo-12-0) Genwg | Diaphorina citri
Etapas N de Tiempo Temperatura °C
ciclos
1 1 20's 95
5 20 1s 95
30s 60

IF-2023-92249136-APN-INASEAMEC
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REFERENCIAS:

- Diagnostico de HLB por PCR cuantitativo (qPCR) con sonda TagMan; Version 2. Laboratorio de la

Seccion Fitopatologia.

- Quantitative real-time PCR for detection and identification of Candidatus Liberibacter species

associated with citrus huanglongbing. Wenbin Li, John S. Hartung, Laurene Levy. 2006.
- Rapid isolation of high molecular weight plant DNA. MG Murray and WF Thompson. Nucleic acid
research, 1980 Oct 10; 8(19): 4321-4325.

- USDA, APHIS, PPQ, CPHST. 2007. Real-time PCR for Diagnostic Detection of Citrus Greening or
HLB (Huanglongbing) from Psyllid Samples. Work Instruction Document Number WI-B-T-D-1.
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