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SAG

Ministerio de
Agricultura

Gobierno de Chile

RESOLUCION EXENTA N°:6678/2016

APRUEBA INSTRUCTIVO TECNICO PARA
EL DIAGNOSTICO DE HONGOS Y
OOMYCETES EN MATERIAL VEGETAL DE
PROPAGACION Y SUSTRATO PARA EL
PROGRAMA DE CERTIFICACION DE
PLANTAS FRUTALES.

Santiago, 17/ 11/ 2016

VISTOS:

Lo dispuesto en la Ley N° 18.755, Organica del Servicio Agricola y Ganadero; la Ley N° 18.575, Organica
Constitucional sobre Bases Generales de la Administracion del Estado; el Decreto Supremo N° 117 de 2015, del
Ministerio de Agricultura; la Resolucion Exenta N° 1.600 de 2008, de la Contraloria General de la Republica; la
Resolucion Exenta N° 529 de 2012, que norma el Sistema Nacional de Autorizacién de Terceros; la Resolucion
Exenta N° 90 de 2014, que aprueba el Reglamento especifico para la autorizacion de laboratorios de
analisis/ensayos; la Resolucion Exenta N° 372 de 2014, que establece normas generales de certificacion de
semillas agricolas y plantas frutales; la Resolucion Exenta N° 4725 de 2007, que establece normas especificas
de certificacion de material de propagacion de Olea europaea L.; la Resolucion Exenta N° 7521 de 2013, que
establece norma especifica de certificacion de material vegetal de propagacion de frutillas y deroga lo que
indica, todas del Servicio Agricola y Ganadero; y las facultades que invisto como Director Nacional de la
Institucién:

CONSIDERANDO:

1. Que, el Servicio Agricola y Ganadero es el organismo del Estado encargado de velar por el patrimonio
fitosanitario del pais, y en virtud de ello se encuentra facultado para adoptar las medidas tendientes a
evitar la introduccion al territorio nacional de plagas y enfermedades que puedan afectar la salud animal
y vegetal.

2. Que, asimismo corresponde al Servicio Agricola y Ganadero dictar las Normas Generales y Especificas
de Certificacion de Semillas Agricolas y de Plantas Frutales.

3. Que, el Servicio en forma permanente reestudia las disposiciones legales para perfeccionar y actualizar
la las Normas Generales de Certificacion de Semillas y Plantas Frutales.

4. Que, en este contexto, es necesario fortalecer la red de laboratorios oficiales que puedan dar oportuno
servicio de analisis para el diagnostico de hongos y oomycetes, mediante su incorporacion al Sistema
Nacional de Autorizacion de Terceros.

5. Que dentro del proceso de certificacion de semillas agricolas y plantas frutales, se contempla la ejecucion
de anélisis micoldgicos.

6. Que la Resolucion Exenta N° 529 de 2012, establece que la autorizacion de terceros estara circunscrita
solo para aquellas actividades contempladas en Reglamentos Especificos de Autorizacion emanados de
la Direccion Nacional del Servicio.

7. Que mediante Resolucion Exenta N° 90 de 2014, se aprobd el “Reglamento especifico para la
autorizacion de laboratorios de analisis/ensayos”, el cual estipula que se debe contar con un Instructivo
técnico para cada analisis/ensayo, incorporado en el Sistema Nacional de Autorizacion de Terceros.

8. Que por lo antes expuesto, es necesario definir los requisitos técnicos que deben cumplir los laboratorios
autorizados para la correcta ejecucion de analisis micoldgicos.

RESUELVO:

http://ceropapel.sag.gob.cl/documentos/documento.php?idD ocumento=45707040 116



22/11/2016

ceropapel .sag.gob.cl/documentos/documento.php?idD ocumento=45707040

1. Apruébase el “Instructivo Técnico para el Diagnostico de Hongos y Oomycetes en material vegetal de

propagacion y sustratos para el Programa de Certificacién de Plantas Frutales", cédigo D-GF-CGP-PT-
034, el cual forma parte integrante de la presente resolucion y se transcribe en los siguientes términos:

INSTRUCTIVO TECNICO PARA EL DIAGNOSTICO DE HONGOS Y OOMYCETES EN MATERIAL VEGETAL DE PROPAGACION Y
SUSTRATOS PARA EL PROGRAMA DE CERTIFICACION DE PLANTAS FRUTALES

1. OBJETIVOS Y ALCANCE

El objetivo principal de este documento es establecer los requisitos que deberan cumplir los laboratorios interesados que voluntariamente
postulen ante el SAG, para operar como laboratorio autorizado en la ejecuciéon de analisis de diagndstico para la determinacién de hongos y
oomycetes asociados al material vegetal de propagacion de frutillas, olivos y sustrato.

Asimismo, entrega las directrices de funcionamiento que deben cumplir los laboratorios, que una vez autorizados, realicen estos analisis.

El alcance del presente documento, es de caracter nacional y esta dirigido al diagnéstico de los siguientes patégenos:

Phytophthora cacatorum
Phytophthora fragariae var. fragariae

Veticillium albo-atrum

o o o o

Verticillium dahliae

Sin perjuicio de lo anterior y en caso que el Servicio lo requiera, se podran incorporar patégenos y técnicas diagnoésticas al alcance de la
autorizacion, dado lo anterior, el laboratorio autorizado podra postular a la ampliaciéon de su autorizacién.

2. REFERENCIAS Y DOCUMENTOS RELACIONADOS

0 Bonants, P.; Hagenaar-de Weerdt, M.; van Gent-Pelzer, M.; Lacourt, I.; Cooke, D.; Duncan, J. (1997) Detection and identification of
Phytophthora fragariae Hickman by the polymerase chain reaction. European Journal of Plant Pathology, 103(4), 345-355.

o Carder JH, Morton A, Tabrett AM & Barbara DJ (1994) Detection and differentiation by PCR of subspecific groups within two Verticillium
species causing vascular wilts in herbaceous hosts. In: Modem Assays for Plant Pathogenic Fungi: Identification, Detection and
Quantification (Ed. Schots A, Dewey FM & Oliver R), pp. 91-97. CAB International, Oxford (GB).

O Carder JH, Morton A, Tabrett AM & Barbara DJ (1994) Detection and differentiation by PCR of subspecific groups within two Verticillium
species causing vascular wilts in herbaceous hosts. In: Modem Assays for Plant Pathogenic Fungi: Identification, Detection and
Quantification (Ed. Schots A, Dewey FM & Oliver R), pp. 91-97. CAB Intemational, Oxford (GB).

O Cooke D. E. L. & Duncan J. M. (1997) Phylogenetic analysis of Phytophthora species based on the ITS1 and ITS2 sequences of
ribosomal DNA. Mycological Research 101, 667-677.

O Cooke, D. E. L., Duncan, J. M., Wiliams, N. A., Weerdt, M. H.-d. and Bonants, P.J.M. (2000), Identification of Phytophthora species on
the basis of restriction enzyme fragment analysis of the internal transcribed spacer regions of ribosomal RNA. EPPO Bulletin, 30: 519—
523. C.M.l. Descriptions of Pathogenic fungi and Bacteria N°131, 255, 256, 275, 346, 406, 475.

EPPO Bulletin (2007) 37, 528-535. Verticillium albo-atrum and V. dahliae on hop.

Frezzi M.J. Las especies de “Phytophthora” en la Argentina. (1950) Revista de Investigaciones Agricolas. pp. 47-134.

Inderbitzin P, Bostock RM, Davis RM, Usami T, Platt HW, et al. (2011) Phylogenetics and Taxonomy of the Fungal Vascular Wilt Pathogen
Verticillium, with the Descriptions of Five New Species. PLoS ONE 6(12): e28341. doi:10.1371/journal.pone.0028341.

0 loos R., Laugustin L., Schenck N, Rose S., Husson C. and Frey P. (2006). Usefulness of single copy genes containing introns in
Phytophthora for the development of detection tools for the regulated species P. ramorum and P. fragariae. European Journal of Plant
Pathology 116:171-176.

O Lacourt, |., Bonants, P.J.M., Van Gent-Pelzer, M.P., Cooke, D.E.L., Hagenaar-De Weerdt, M., Surplus, L. and Duncan, J.M. (1997). The
use of nested primers in the polymerase chain reaction for the detection of Phytophthora fragariae and P. cactorum in strawberry. Acta
Hortic. 439, 829-838. DOI:10.17660/ ActaHortic.1997.439.137 .http://dx.doi.org/10.17660

o Moukhamedov, R., Hu, X., Nazar, R. N. and Robb, J. 1994. Use of polymerase chain reaction-amplified ribosomal intergenic sequences
for the diagnosis of Verticillium tricorpus. Phytopathology 84:256-259.

0 Nazar R. N., Hu X., Schmidt J., Culham D. and Robb J. 1991. Potential use of PCR-amplified ribosomal intergenic sequences in the
detection and differentiation of verticilium wilt pathogens. Physiological and Molecular Plant Pathology 39, 1-11.

Reglamento Especifico para la autorizacién de laboratorios de andlisis/ensayos.
Robb J, Moukhamedov R, Hu X, Platt HW & Nazar RN (1993) Putative subgroups of Verticilium albo-atrum distinguishable by PCR-
based assays. Physiological and Molecular Plant Pathology 43, 423-436. SAG. REA-LAB-01-v02.

0 Schena L., Duncan J. & Cooke D. E. L. (2008) Development and application of a PCR-based “molecular tool box” for the identification of
Phytophthora species damaging forest and natural ecosystems. Plant Pathology 57, 64-75.

3. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

ADN/DNA Acido Desoxiribonucleico

Persona designada por el laboratorio autorizado, para desempefiarse en temas técnicos

Analista asociados a su actividad y cumple con el perfil definido por el SAG para este cargo.

BPL Buenas Practicas de Laboratorio.

Conjunto de normas referente a la organizacién y condiciones sobre las que los trabajos de

Buenas Practicas de Laboratorio N L h : © i
laboratorios son planificados, realizados, monitoreados, registrados e informados.
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CMA Agar Maiz (Corn Meal Agar en Inglés).

Colonia Grupo de hifas (frecuentemente con esporas), las cuales si provienen de una espora o célula,
f pueden corresponder a un solo individuo.

DLECAP Departamento Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias Agricolas y Pecuarias del Servicio

Agricola y Ganadero

Laboratorio Autorizado

Laboratorio autorizado por el Servicio para ejecutar uno o mas analisis/ensayos determinados,
en apoyo a los programas oficiales del SAG, bajo condiciones definidas por el Reglamento
Especifico para la autorizaciéon de Laboratorios y los correspondientes Instructivos Técnicos.

Lesion

Area localizada o bien definida de tejido enfermo.

Material de Referencia

Material, sustancia u organismo que provee trazabilidad esencial y se usa para demostrar la
exactitud de los resultados, calibraciones de equipos y métodos, para monitorear el
funcionamiento del laboratorio, para validar métodos y que permite la comparaciéon de
métodos, usandolos como estandares transferibles.

MSP Medio Selectivo para Phytophthora spp.
MSV Medio Selectivo para Verticillium spp.
Clase de organismos pertenecientes al Phylum Oomycota del Reino Stramenopila o
Oomycete supergrupo Chromista, similares a los hongos y al cual pertenecen especies de importancia
econdmica agricola como por ejemplo Phytophthora, Phytium, mildius, entre otros.
Patégeno Agente virulento que es capaz de infectar una planta.
Reaccion en cadena de la polimerasa. Técnica con la cual se obtiene un gran nimero de
PCR "
copias de un fragmento de ADN.
PDA Agar Papa Dextrosa (Potato Dextrose Agar en Inglés).
Cebadores o iniciadores correspondientes a secuencias cortas de nucledtidos (normalmente
Primer/Partidor de 18 a 22) que definen los extremos de una secuencia de ADN que se desea replicar y que
permiten que la enzima polimerasa inicie la reaccién en cadena.
Propagulo Unidad discreta, separada de un organismo que es capaz de crecer y propagar al organismo.
Repique Cultivo de un microorganismo en un medio de cultivo, a partir del cultivo original, con el fin de

obtener un aislado puro del individuo.

Responsable Técnico

Persona designada por un laboratorio autorizado para actuar como contraparte del SAG, en
temas técnicos asociados a su actividad y que cumple con el perfil definido por el SAG para
este cargo.

Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimérfica (en Inglés Restriction Fragment Lenght
Polymorphism). Técnica molecular que permite identificar genéticamente individuos y se refiere

RFLP a secuencias especificas de nucleétidos en el ADN que son reconocidas y cortadas por
enzimas de restriccion (endonucleasas) y que varian entre individuos.

Servicio/SAG Servicio Agricola y Ganadero.

Signo Presencia del agente causal en una planta enferma.
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Expresion externa o interna de alteraciones morfolégicas por la accion de un agente causal en
una planta enferma.

4. REQUISITOS

4.1. REQUISITOS DE INFRAESTRUCTURA, EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS.

4.1.1.

Requisitos de Infraestructura

El laboratorio debe contar con una infraestructura tal que garantice el correcto desarrollo de la metodologia del/los andlisis a realizar,

disponiendo de areas con suficiente espacio para desarrollar en forma 6ptima las actividades.

En todos los casos, debe existir una separacion efectiva entre las areas vecinas, ya sea mediante paneles o piezas separadas, en donde se

efectiian actividades incompatibles, para evitar contaminacién cruzada.
Las superficies de muros, cielos, pisos y mesones deben ser lisas, de facil limpieza e impermeables.

Ademas, dependiendo de la etapa de analisis, se debera cumplir con lo siguiente:

o

4.1.2.

Recepcioén y preparacion de muestras: El laboratorio debe contar con un area de recepcién (mantencién) y preparacion de muestras
vegetales (area sucia), separadas o aisladas de las areas de analisis (area limpia), de tal manera que se eviten posibles

contaminaciones por manipulacién y/o lavado de las muestras.

Aislamiento en medios de cultivo: El laboratorio debe contar al menos con una sala de preparacion de medios de cultivo y siembra de

tejidos, separada o aislada del resto de los procesos de analisis.

PCR: El laboratorio debe contar con salas separadas de preparaciéon de muestras (extraccion de ADN), de amplificacién y electroforesis.

Requisitos de Equipamiento

El laboratorio debe contar con los equipos necesarios, acordes al volumen de muestras, que garanticen el correcto desarrollo de la metodologia
de andlisis a realizar. Deben contar con su certificado de mantencion y/o de calibracion al dia, efectuado a lo menos una vez cada 2 afios por
una empresa pertinente y reconocida en el area.

A continuacion se detalla el equipamiento minimo que se debe considerar:

O O 0O O OOOOOOO OO O O O 0 o

4.1.3.

Balanza de 0.01 a 100 gr. con una resolucién de 0.01 gr.
Estufa de incubacién que alcance una temperatura de a lo menos 32°C, con un error maximo de +- 1°C
Micropipetas de 0.5-10mL, 2-20mL, 20-200mL y 100-1000mL. Un set de uso exclusivo para PCR.

pH metro.

Freezer o congelador que alcance temperatura de -18 °C o inferior.

Refrigerador que alcance una temperatura de 6°C+2°C.

Conservadora de muestras que alcance una temperatura de 6°C +2°C.
Microscopio en 6ptimas condiciones, con objetivos de 4x, 10x y 40x como minimo.
Autoclave (2 como minimo) de volumen no menor a 50L cada uno.

Céamara de flujo laminar o gabinete de bioseguridad Clase II.

Micro-Centrifuga (hasta 14000 r.p.m.).
Bafio de agua termoregulado (30-80°C).
Agitador de tubos o Vortex.

Termociclador.

Fuente de poder.

Camara de electroforesis horizontal.
Transiluminador UV.

Sistema fotografico para registro de geles.

Requisitos de Materiales, Reactivos y Medios de Cultivo

El laboratorio debe contar con los materiales y reactivos necesarios acordes al volumen de muestras (stock suficiente para los analisis de la

temporada) y que garanticen el correcto desarrollo de la técnica de andlisis (reactivos sin expirar).

A continuacion, se detallan algunos de los materiales, reactivos y medios de cultivo que se deben considerar como minimo:

0O 0O 0O OO OOOO OO O O 0O o

o

Placas de 90mm de diametro (plasticas o de vidrio Petri).

Etanol 95%.

Hipoclorito de sodio.

Agua destilada.

Papel filtro.

Portaobjetos.

Cubreobjetos.

Medios de Cultivo en polvo

Antibidticos

Bisturi.

Hojas de bisturi.

Guantes de latex u otros.

Soluciones o kit para extraccién de ADN
Taq polimersa y reactivos asociados.
Partidores especificos y universales.
Puntas para micropipetas con y sin filtro.
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Tubos de PCR de 0.2mL libres de nucleasas.

Tubos eppendorf de 1.5mL libres de nucleasas.

Agua Libre de nucleasas.

Marcador de peso molecular 100pb.

Buffer TAE o TBE (Tris- acetato-EDTA, Tris-borato-EDTA).
Solucién de tincién de ADN (bromuro de etidio u otro)

0O 0 o o o oo

Agarosa grado molecular.

4.1.4. Requisitos de Estandares

Se utilizara como estandares, dependiendo de cada caso, la cepa y/o ADN de cada uno de los patégenos a diagnosticar, proporcionados por el
Servicio. Estos estandares, seran utilizados para el control del método de ensayo durante la visita de verificaciéon y se entregaran una vez que el
laboratorio postulante haya sido aceptado como laboratorio autorizado.

4.2. REQUISITOS DE PERSONAL
El laboratorio debe contar con el siguiente personal:

a) Responsable Técnico: El laboratorio debera designar un(a) responsable técnico (formulario F-GF-CGP-PT-069, del reglamento especifico de
autorizacion de analisis/ensayo), quien sera la contraparte ante el SAG en temas técnicos asociados a su actividad como laboratorio autorizado,
y debera cumplir con los siguientes requerimientos:

i. Poseer titulo profesional otorgado por una entidad reconocida por el Estado, correspondiente a una carrera de las ciencias
silvoagricolas, bioquimicas, biotecnolégicas o bioldgicas, de una duraciéon equivalente a 10 semestres académicos. En caso de titulo
obtenido en el extranjero, éste debera estar revalidado segun procedimiento establecido por el Ministerio de Educacion.

ii. Experiencia laboral en el drea de laboratorios de al menos dos (2) afios.

ii. Tener competencia técnica o experiencia laboral (de al menos 1 afio) comprobable en laboratorio de fitopatologia y técnicas
moleculares.

b) Analistas: El laboratorio debera contar con analistas en numero adecuado, de acuerdo a la cantidad de analisis a realizar, quienes deben
cumplir el siguiente perfil, la informacién debe enviarla en el formulario F-GF-CGP-PT-157, del presente instructivo:

i. Contar con titulo profesional, técnico o ser egresado de una carrera de las ciencias silvoagricolas, bioquimicas, biotecnoldgicas o
biolégicas o afin, impartida por una entidad de ensefianza superior reconocida por el Estado. En caso de titulo obtenido en el
extranjero, éste debera estar revalidado segun procedimiento establecido por el Ministerio de Educacion.

ii. Tener competencia técnica o experiencia laboral (de al menos 1 afio) comprobable, en laboratorio de fitopatologia y técnicas
moleculares.

El laboratorio, previendo una eventual ausencia del responsable técnico o del o los analistas, podra postular a otras personas para que actuen
en ausencia del o los titulares, en calidad de subrogante. En tal caso, el laboratorio debera solicitarlo por escrito, presentando al Servicio la
documentacién que demuestre que ese personal cumple con el perfil para desempefiar el cargo.

4.3. REQUISITOS ESPECIFICOS

El laboratorio debe contar con un manual de procedimiento que describa en forma detallada lo siguiente:

Proceso de analisis,
Manejo de los controles,
Manejo de las contramuestras

o o o o

Eliminacion de residuos.

En el manual, ademas se debera describir con claridad cada uno de los protocolos a utilizar para el diagnéstico de los patégenos asociados al
alcance considerando las metodologias indicadas en el punto 6 de este instructivo.

Es responsabilidad del Laboratorio, acceder y disponer de literatura técnica de descripcién de sintomas y signos de enfermedades en Frutillas y
Olivos_asociados a _hongos y oomycetes fitopatégenos, principalmente de los patégenos asociados al alcance, asi como también de los
articulos cientificos sefialados como referencia en este Instructivo.

Lo anterior, sera supervisado en la visita de verificacién, para lo cual el laboratorio debera disponer de esta documentacion en forma impresa en
una carpeta, archivador o dossier claramente identificado para ser evaluado y aprobado por el supervisor.

El Laboratorio autorizado, debera contar con timbres que registren el nombre del laboratorio, la fecha y hora.
4.4. MEDIOS DE VERIFICACION DE REQUISITOS

Los interesados en autorizarse para realizar el diagndstico de hongos y oomycetes, en material vegetal de propagacion de Frutillas y Olivos,
deberan presentar los documentos que a continuacién se detallan y que dan cuenta del cumplimiento de los requisitos establecidos por el
Servicio.

Los antecedentes para la postulacién del laboratorio se establecen en el numeral 6.1 del Reglamento especifico para la autorizaciéon de
laboratorios de analisis/ensayos (D-GF-CGP-PT-012).

0 Solicitud de autorizacion de laboratorios de anélisis/ensayo (F-GF-CGP-PT-068), presente en el del reglamento especifico para la
autorizacion de laboratorios de analisis/ensayos.

o Formulario Anexo a la solicitud de la autorizacion, indicando el material vegetal de propagacion y los anélisis a realizar (Frutillas, Olivos o
ambos) F-GF-CGP-PT-156 del presente instructivo.

O Los antecedentes generales del laboratorio que se establecen en el numeral 6.1 del Reglamento Especifico para la autorizacion de
laboratorios de analisis/ensayos.
Plano o Croquis del laboratorio, identificando uso de areas y ubicacién de equipos, en forma clara y detallada.
Lista de equipos, indicando nombre, marca, modelo, fecha de puesta en servicio y capacidad cuando corresponda.
Lista de materiales y reactivos.
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O Formulario de identificacién del responsable técnico (F-GF-CGP-PT-069), del Reglamento Especifico para la autorizacion de
Laboratorios de analisis/ensayos.

Certificado de titulo del responsable técnico identificado en el formulario anterior, en original o fotocopia legalizada.

Formulario de identificacion del personal vinculado al/los andlisis, F-GF-CGP-PT-157 del presente instructivo.

Certificado de titulo o de egreso de los/las analistas identificados en el formulario respectivo, en original o fotocopia legalizada.
Documentos que acrediten la competencia o experiencia tanto del/la responsable técnico como de los/las analistas en el area de
fitopatologia y técnicas moleculares.

0O o o o

El cumplimiento de los requisitos descritos tanto en el Reglamento Especifico de Autorizacién como en este instructivo, serdn confirmados por el
Servicio en la visita de verificacion o por los medios que considere idéneos para tal efecto. Con este fin, el SAG podra solicitar al postulante la
ejecucién de la técnica por parte del responsable técnico o de uno o mas analistas del laboratorio.

5. ANALISIS/ENSAYO
5.1. CONDICIONES PREVIAS

El vivero debera informar al Servicio a qué laboratorio autorizado se deberan enviar las muestras para ser analizadas, con el fin de coordinar la
calendarizacién tentativa de muestreo. Dicha informacién, debe ser enviada a través de un correo electrénico (cpf@sag.gob.cl) el cual va dirigido
al Encargado(a) del Programa de Certificacién de Plantas Frutales y al Encargado(a) Regional de Semillas.

5.2. CAPTACION Y ENVIO

El muestreo sera realizado por personal del SAG o por una Empresa Externa autorizada por el Servicio, de acuerdo a los procedimientos
establecidos por el Servicio, por lo tanto no es una actividad de responsabilidad de los laboratorios autorizados en esta especialidad.

El despacho de la(s) muestra(s), sera de responsabilidad del funcionario de la oficina SAG sectorial a cargo del muestreo o del funcionario de la
empresa externa autorizado por el Servicio, garantizando el envio en el tiempo y las condiciones de temperatura adecuados (mantencién de
cadena de frio de ser necesario), segun los requerimientos especificos establecidos en el presente instructivo.

Los costos asociados al despacho de la encomienda, seran de cargo al laboratorio de destino de la(s) muestra(s) a analizar, por lo que el envio
se efectuara, segun sea el caso, de la siguiente manera:

i. Cargado a un numero de cuenta, previamente informado al Servicio o al tercero muestreador autorizado (de acuerdo a documento segun
formato establecido en formulario F-GF-CGP-PT-085), en caso de existir un convenio entre el laboratorio autorizado y una empresa de
transporte de encomiendas, o,

ii. Por cobrar al laboratorio autorizado, si al momento de efectuar el envio, el laboratorio de destino no posea, o el Servicio no esté en
conocimiento de la existencia del convenio antes descrito. En este caso, el SAG se reserva el derecho de envio a través de una empresa de
transporte de encomiendas que asegure adecuadas condiciones de traslado, siendo obligatoriedad por parte del laboratorio, recepcionar la(s)
muestra(s) y pagar la tarifa correspondiente.

El laboratorio autorizado, debera gestionar la devolucién de las cajas de transporte de muestras, enviando correo a cpf@sag.gob.cl, quienes
informaran el proceder.

5.3. TIPO Y CANTIDAD DE MUESTRAS A ENVIAR

Para el caso de Olivos y sustrato, la muestra a analizar, dependerad de la etapa del proceso de certificacion a la cual se desee realizar el
analisis, de acuerdo al siguiente cuadro:

CANTIDAD DE MUESTRA A ANALIZAR POR ETAPA
TIPO DE MUESTRA
GERMOPLASMA INCREMENTO PLANTA CERTIFICADA
1) (1/500) (1/15000)
‘ . 1 muestra compuesta de 5|1 muestra compuesta de 10
PLANTAS (RAICES) 5-10g/muestra plantas* plantas
SUSTRATO/ SUELO 400-5009g N/A N/A

(*)Debe enviarse planta completa con raices. En caso de no poder enviarse por corresponder a material escaso, Unico o tratarse de arboles
adultos, se debe enviar 5-10 gramos de raices y raicillas por muestra (a partir de 1 planta por muestra).

5.4. RECEPCION Y MANEJO DE LA MUESTRA/CONTRAMUESTRA
5.4.1. Recepcién de la muestra

El laboratorio autorizado, debera informar por escrito via correo electrénico, al Encargado de Supervision SAG de ese laboratorio, el inicio de
actividades asociadas al alcance de la autorizacion correspondiente a la primera recepcién de muestras de la temporada. Este aviso, debera ser
realizado el mismo dia de recepcion de las muestras, sefialando lo siguiente:

INFORMO A USTED, QUE EL DIA DE HOY (dd/mm/aaaa) EL LABORATORIO AUTORIZADO (indicar nombre) HA DADO
INICIO A LAS ACTIVIDADES ASOCIADAS AL ALCANCE DE LA AUTORIZACION, RECEPCIONANDOSE (indicar cantidad) MUESTRAS
VEGETALES PARA EL DIAGNOSTICO DE HONGOS Y OOMYCETES EN MATERIAL VEGETAL DE PROPAGACION DE PLANTAS DE
(indicar el material vegetal frutilla/olivo/sustrato).
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Toda muestra debe ingresar al laboratorio autorizado con su correspondiente identificacion (codigo de barras, numero de solicitud o correlativo
numérico) y acompafiada por el “Acta de Toma de Muestras”, generada por el Sistema en linea de Semillas y Plantas Frutales u otro que estime
pertinente el Servicio, acompafada (de ser necesario) por el “Formulario oficial para el envio de muestras vegetales y de suelo”.

El laboratorio autorizado, debera verificar al momento del ingreso de la muestra, que ésta se encuentre en condiciones adecuadas de embalaje
y que el tiempo entre el muestreo y la recepcidn en el laboratorio sea menor o igual a 48 horas. Ademas, debe verificarse que la informacion
contenida en el Acta de Toma de Muestras esté completa y que los antecedentes enviados, coincidan con la identificacion de cada una de las
muestras, asi como también con la cantidad de muestras recibidas. Una vez verificado lo anterior, el recepcionista del laboratorio, dejara
constancia del ingreso de la o las muestras, mediante su nombre, firma y timbre del laboratorio en el Acta, indicando ademas la fecha y hora de
recepcion, quedandose el laboratorio autorizado con una copia de este formulario y del documento o guia de despacho de la empresa de
encomiendas.

Posteriormente, el responsable técnico debera evaluar la aptitud de las muestras para el andlisis, considerandose como muestra apta, aquella
que no presenta signos evidentes de deshidratacion y/o descomposicion.

Las muestras, deberan ser procesadas como maximo dentro de las 48 horas posteriores a la recepcién de éstas, conservandolas durante este
periodo a una temperatura de 6°C + 2°C.

Las muestras, debe ser analizada en busqueda de los sintomas y/o signos caracteristicos causados por el o los patégenos solicitados a
analizar.

En caso que las muestras no vengan acompafiadas por todos sus documentos, que la informacién esté incompleta, no coincida y/o en caso de
rechazo de muestras, se debe avisar en forma escrita de tal situacién via correo electronico y de manera simultanea, al correo cpf@sag.gob.cl y
al Encargado Regional de Semillas correspondiente al origen de la muestra. En éste documento, se debera indicar el problema, identificando el
numero de folio del Protocolo, el o los numeros correlativos de las muestras (esto dentro de un plazo maximo de 1 dia corridos, contados desde
la recepcion de la muestra por parte del laboratorio autorizado) y solicitar las medidas a seguir (correccién del problema o envio de nueva
muestra, segun corresponda).

Una vez que el laboratorio autorizado ha verificado los términos documentales y la condicion analitica de la muestra, debera ingresar al sistema
en linea (htpp.csm.sag.gob.cl) el nimero de folio del Acta de Toma de Muestras, para validar los patégenos a analizar.

5.4.2. Manejo de contramuestras

El laboratorio deberd mantener como contramuestras, la planta o parte de ésta, asi como también una placa Petri como minimo por medio de
cultivo utilizado, con el aislado original (con trozos de tejido vegetal) a partir del cual se realizé el diagndstico final (tanto para muestras positivas,
como negativas), claramente identificadas y almacenadas en forma ordenada y en dptimas condiciones (placas selladas con parafilm o
alusaplast) y conservadas a una temperatura de 6 + 2°C, por un periodo minimo de un mes para plantas y seis meses para placas con aislados,
a contar de la fecha de emisién del informe final.

Ademas, deberan mantenerse como contramuestras, tubos originales con cada una de las extracciones de ADN utilizadas para los analisis
moleculares, identificados en forma clara y ordenada, las que deberan ser conservadas en 6ptimas condiciones durante 1 afio como minimo, a
una temperatura inferior a -18°C.

6. METODOLOGIA DE ANALISIS

El analisis de las muestras debera seguir un procedimiento de analisis general estandar de diagnostico, el cual variara de acuerdo a la plaga
sefialada en la solicitud de analisis, siguiendo un procedimiento especifico para cada patégeno:

6.1. PROCEDIMIENTO GENERAL
6.1.1. Aptitud de la muestra, observaciéon de sintomas y/o signos
a) Para Frutillas y olivos

i. Al recibir una muestra, debera realizarse una inspeccion visual general de ésta, estableciéndose inicialmente si cumple o no con el tipo
de muestra necesario para el analisis respectivo (planta con cuello y raices).

ii. Se procede a eliminar los restos de suelo o sustrato adheridos al cuello y las raices, lavandose posteriormente con agua corriente.

ii. Se troza la muestra, separando la parte aérea del cuello y las raices, siguiendo el procedimiento estandar de método de camara
humeda y de siembra en medios de cultivo.

b) Para Sustrato

i. Al recibir una muestra de sustrato, se realiza una inspeccion visual de ésta, verificdndose si cumple con las caracteristicas necesarias
para el analisis en cuanto a cantidad y humedad. Posteriormente, desde la muestra de sustrato se pesa una submuestra de acuerdo a lo
indicado en el kit de extraccidn utilizado, tomando desde diferentes puntos, de manera de constituir una muestra representativa.

ii. Luego se procede segun las indicaciones del Kit de extraccion de suelo para la realizaciéon de la Técnica molecular correspondiente.

ii. El peso minimo de sustrato a analizar sera de 1.5g en total, lo que determinara la cantidad de submuestras de acuerdo a las
indicaciones del fabricante del kit de extraccion.

6.1.2. Siembra en medios de cultivos

Materiales necesarios:

Agua destilada.

Agua corriente.

Solucién hipoclorito al 1.5%.
Alcohol al 70%.

Vaso de precipitado de 100mL.
Cinta adhesiva para identificacion.
Pinzas y aguja de diseccion.
Papel absorbente o filtro estéril.

0O 0 0 0o 0o 0 0 O

Operatoria:
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i. Dependiendo del patégeno, se selecciona y corta en forma aséptica tejido de cada planta (cuello y raices) con o sin sintomas de zona de
avance de necrosis o lesion.

ii. Depositar los trozos cortados en un vaso precipitado estéril, previamente identificado con el numero respectivo de la muestra, para ser
sembrados en medios de cultivo.

iii. Desinfectar en forma superficial los trozos de tejido seleccionados. Dependiendo del tipo de patégeno a aislar, en hipoclorito de sodio al 1.5%
de soluciéon comercial o en Alcohol al 70% por 1-2 minutos.

iv. Enjuagar los trozos 2-3 veces en agua destilada estéril, eliminando el exceso de Cloro o alcohol.
v. Secar los trozos en papel absorbente estéril, dentro de la camara de flujo laminar o gabinete de bioseguridad.

vi. Sembrar en forma aséptica los trozos en Medio de cultivo respectivo al patégeno a analizar, indicado en el Anexo 1 de este instructivo.
Sembrar en forma equidistante 5 trozos por placa con 2 repeticiones en cada medio de cultivo, sellando cada placa con plastico parafim o
alusaplast.

vii. Identificar cada placa y dejarlas en incubacién por 5-7 dias como minimo a 23 + 2°C en completa oscuridad (o ciclos de luz y oscuridad si es
posible).

viii. Revisar los cultivos mediante microscopia, realizando una preparacién en portaobjeto para determinar la presencia del patégeno solicitado.
ix. Sino hay desarrollo en ninguna de las placas del o los patégenos solicitados, la muestra se diagnostica como negativa.

x. Si existe desarrollo de alguno de los patégenos en alguna de las placas, se debe realizar una preparacion (portaobjeto) para el analisis
microscopico de cada uno de los aislados, realizando la identificacion mediante las caracteristicas morfoldgicas y de crecimiento de la colonia
tipica, descrita en la literatura técnica para el patégeno en andlisis.

xi. Para el caso de patégenos que requieran de analisis molecular, se debe proceder segun lo establecido en el procedimiento especifico del
patégeno.

6.1.3.  Andlisis molecular

A continuacién, se describe en forma general, las etapas y procesos involucrados en la técnica de diagndstico molecular y que deben ser
utilizados para la identificacion de hongos y oomycetes que requieran de esta metodologia y que son detallados en el procedimiento especifico
de cada patégeno.

6.1.4. Extraccion de ADN
a) Para Frutillas y olivos

Se debe realizar extraccion de ADN a partir de micelio proveniente de cada una de las colonias seleccionadas en forma individual y separada,
es decir, una muestra podra estar constituida por mas de una extraccion, correspondiente cada una al templado de ADN a utilizar en forma
individual en el mix o coctel de PCR.

Para la extraccion de ADN, se utilizard la metodologia descrita por Cooke et al. (1997) con algunas modificaciones (Anexo 2), sin perjuicio que
pueda utilizarse otro protocolo o kit comercial para la obtencién de ADN de microrganismos, recomendandose la utilizacién del kit DNeasy Plant
minikit (Qiagen).

b) Para Sustrato
Se pueden utilizar kits comerciales de extraccién de Suelo, como Power Soil DNA Isolation Kit (Mo Bio) u otro de similares caracteristicas.
6.1.5. Amplificacion mediante partidores especificos.

El procedimiento se basa en la utilizacion de protocolos desarrollados en trabajos de investigacion cientifica de la disciplina y bajo condiciones
especificas establecidas por los autores. En términos generales consiste en:

i. La utilizacién de partidores de secuencia especifica para la deteccion e identificacion del patégeno.
ii. Una mezcla de reactivos o PCR mix a concentraciones finales.

ii. En cada reaccion de amplificacion, ademas de las muestras a analizar, se debe incorporar un control negativo blanco (control agua), un
control negativo del patégeno a identificar (del mismo género, pero de distinta especie) y un control positivo del patégeno a analizar.

iv. Amplificacién utilizando termociclador, con un programa de ciclos de temperatura especifico para el ADN objetivo.

6.1.6. Digestion Enzimatica (RFLP). (Exclusivo para Frutillas)

Para la diferenciacién de especies dentro de un género, se recurre a la metodologia PCR-RFLP, mediante la cual se amplifica un fragmento
especifico del ADN para ese grupo (género en este caso), éste es sometido a digestion mediante 1 o varias enzimas de restriccion,
obteniéndose un patrén Unico de fragmentos de PCR para cada especie, permitiendo la identificacion del individuo.

El procedimiento se basa en:

i. Utilizacién de una o mas enzimas de restriccion.

ii. Incubacién a 37°C de un fragmento amplificado por PCR (templado) con la(s) enzima(s).

iii. Visualizacion del o los fragmentos obtenidos, mediante electroforesis en gel (agarosa u otro).
6.1.7. Secuenciacion de ADN

Para la secuenciacién de ADN, ésta se realizara a partir de ADN obtenido de cultivos puros y el PCR se desarrollara bajo las condiciones
descritas para los genes o regiones especificados.

El fragmento de PCR obtenido, se enviard a secuenciar (ej. Macrogen Inc.) en ambos sentidos con los mismos partidores, para obtener el
fragmento completo y las secuencias obtenidas seran alineadas mediante programa de anélisis y edicion de secuencias multiples de ADN (ej.
Bioedit, Geneious u otro) obteniendo el consenso editado para cada gen. Este serd comparado mediante BLAST con las secuencias
disponibles en las bases de datos (ej. NCBI de GenBank), determinandose el porcentaje de similitud.
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6.1.8.  Electroforesis

Se debe cargar un volumen de 8-10mL de cada templado (mezclado con buffer de carga) en gel de agarosa al 1.5-2% en Buffer TAE o TBE al
1X (tefiido con Bromuro de etidio u otra tincién de ADN, tipo Gel Red u otro en el caso de las frutillas). Las muestras se cargaran en el gel de
izquierda a derecha, asegurdndose que cada carril ubicado en los extremos sea cargado con un marcador de peso molecular de 50 o 100 pb.
Los controles negativos (control agua y control extraccién) y positivo, se cargaradn en ese orden, después del marcador de peso molecular a la
derecha.

6.1.9. Foto documentacion y registro

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se visualiza en transiluminador con luz UV. El gel debe ser foto documentado, mantenido en un
registro digital y documento impreso en forma clara y ordenada en el respectivo archivador junto a los Informes Fitosanitarios, de acuerdo al
formato sefialado en el Formulario F-GF-CGP-PT-160 de este instructivo.

6.2. PROCEDIMIENTO ESPECIFICO

A continuacién se detalla el procedimiento de analisis a utilizar, para el diagnéstico de cada uno de los patégenos asociados al listado de
hongos y oomycetes en material vegetal de propagacion de frutillas, olivos y sustrato.

6.2.1. Para frutillas.

a) Phytophthora cactorum.

Tipo de Muestra: Cuello y raices

Metodologia de diagndstico: Medio de cultivo (MSP), Microscopia y Técnica molecular
Identificaciéon: Morfologia, PCR primer especifico, RFLP y/o Secuenciacién de ADN

Siembra en medio de cultivo

i. Proceder de acuerdo a lo sefialado en los numerales 6.1 del procedimiento general, considerando cortar en forma aséptica de cada planta 4-5
trozos de raices de 1 cm. aprox. de largo (seleccionar raices de 2-3mm. aprox. de grosor y cercanos al cuello) y 3-4 trozos de tejido de la zona
del cuello de 0.5x2 cm. (realizar los cortes en forma longitudinal y de 1mm. aprox. de grosor) con o sin sintomas de zona de avance de necrosis
o lesion.

ii. Sembrar los tejidos seleccionados en medio de cultivo selectivo para Phytophthora (MSP).

iii. Revisar los cultivos mediante microscopia, determinando aquellos que posean alguna de las caracteristicas morfolégicas y de crecimiento de
colonia tipica, descritas en la literatura para Phytophthora spp.

iv. Sino hay desarrollo de Phytophthora spp. en ninguna de las placas, la muestra se diagnostica como negativa al patégeno.

v. Si existe desarrollo de Phytophthora spp. las colonias deben marcarse con una cruz con lapiz permanente en el envés de la placa. Si éstas
se encuentran relativamente puras y con suficiente desarrollo de micelio aéreo, se puede proceder con la extraccién de ADN en forma directa,
de lo contrario se debe efectuar un repique de uno o varios bloques de agar con presencia de propagulos del patégeno en PDA y/o CMA.

vi. Identificar el patégeno a nivel de especie, mediante analisis molecular de PCR, utilizando partidores y condiciones especificas.
vii. El diagndstico se considerara positivo o negativo de acuerdo al resultado obtenido del punto anterior (identificacién por técnica molecular).
Andlisis molecular

En caso de ser necesario un andlisis molecular complementario y/o confirmatorio, este analisis debera realizarse de acuerdo a las siguientes
condiciones:

Utilizar uno de los protocolos y parejas de partidores de acuerdo a las condiciones sefialadas por las referencias del siguiente cuadro:

Nombre Partidores Secuencia (5-3") Fragmento (pb) |Referencia

Yph1F: CGACCATKGGTGTGGACTTT
Yph1F+Yph2R (12 ronda) 470

Yph2R: ACGTTCTCMCAGGCGTATCT
Schena et al,

Ycac1F: CCATACAAAATTCTGCGCTAGG 2008

Ycac1F + Ycac2R (22 ronda) 194
Ycac2R: AGACACACAAGTGGACCGTTAG

DC6: GAGGGACTTTTGGGTAATCA
DC6+ITS4 (12 ronda) 1310

ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC
Lacourt et al,

ADF1: TACTGTGGGGACGAAAGTCCT 1997
ADF1+ADR1 (22 ronda) 524
ADR1: CCGATTCAAAAGCCAAGCAACT

PC1: GAAACGGGTGTTGATATCGGAC
PC1+PC2 450
PC2: GTTTCGGGTGCTGCCAAAAACT

Causin et al.,
2005.
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Se considerara un diagnéstico positivo a Phytophthora cactorum cuando colonias sospechosas de ser Phytophthora sp., se analizan mediante
técnica molecular de PCR y producto de este andlisis se obtiene la banda de amplificacién del tamafio sefialado para los primers especificos
utilizados para el analisis.

Para el caso de diagndsticos negativos, se debe verificar la extraccién de ADN y/o la ausencia de inhibicién de la reaccién, siendo necesario
utilizar partidores de control intero de amplificacion (CIA).

Se considerard un diagnéstico negativo a Phytophthora cactorum si no hay desarrollo de colonias sospechosas de ser Phytophthora sp. en
ninguna de las placas de medio de cultivo, o bien, si a partir de algun aislado sospechoso que se analiza mediante técnica molecular de PCR
no se observa la banda de amplificacion respectiva para los primers especificos utilizados para el andlisis y ademas se observa la banda de
amplificacién de CIA.

Para dar cumplimiento con lo anterior, pueden utilizarse en forma separada o en la misma mezcla de PCR, tanto los partidores especificos, como
una de las parejas de partidores universales (detallados en Anexo 3), cuya eleccion dependera del tamafio del fragmento especifico del
patégeno a detectar y de la optimizacion de la metodologia de cada laboratorio.

En caso de diagnodsticos positivos mediante los partidores ADF1 y ADR1, este resultado debera confirmarse mediante analisis molecular de
PCR-RFLP y/o secuenciaciéon de ADN de la region ITS del ADN ribosomal, considerandose como positiva una muestra que genere el patrén de
digestién asociado a P. cactorum (de acuerdo a lo descrito por Cooke et al. 2000) y/o al obtener un 100% de homologia producto de los
alineamientos (BLAST) de la muestra en estudio con las secuencias de ADN disponibles en bases de datos de genes (ej. Genbank).

b) Phytophthora fragariae var. fragariae

Tipo de Muestra: Cuello y raices

Metodologia de diagndstico: Medio de cultivo (MSP), Microscopia y Técnica molecular
Identificacion: Morfologia y PCR primer especifico

Siembra en medio de cultivo

i. Proceder de acuerdo a lo sefialado en los numerales 6.1 del procedimiento general, considerando cortar en forma aséptica de cada planta 4-5
trozos de raices de 1 cm. de largo (seleccionar raices de 2-3mm. aprox. de grosor y cercanos al cuello) y 34 trozos de tejido de la zona del
cuello de 0.5x2 cm. (realizar los cortes en forma longitudinal y de 1mm. aprox. de grosor) con o sin sintomas de zona de avance de necrosis o
lesién.

ii. Sembrar los tejidos seleccionados en medio de cultivo selectivo para Phytophthora (MSP).

iii. Revisar los cultivos mediante microscopia, determinando aquellos que posean alguna de las caracteristicas morfologicas y de crecimiento de
colonia tipica, descritas en la literatura para Phytophthora spp.

iv. Si no hay desarrollo de Phytophthora spp. en ninguna de las placas, la muestra se diagnostica como negativa al patdégeno.

v. Si existe desarrollo de Phytophthora spp. las colonias deben marcarse con una cruz con lapiz permanente en el envés de la placa. Si éstas
se encuentran relativamente puras y con suficiente desarrollo de micelio aéreo, se puede proceder con la extraccién de ADN en forma directa,
de lo contrario se debe efectuar un repique de uno o varios bloques de agar con presencia de propagulos del patégeno en PDA y/o CMA.

vi. Identificar el patégeno a nivel de especie, mediante analisis molecular de PCR, utilizando partidores y condiciones especificas.
vii. El diagnéstico se considerara positivo o negativo de acuerdo al resultado obtenido del punto anterior (identificacién por técnica molecular).
Analisis molecular

Utilizar uno de los protocolos y parejas de partidores de acuerdo a las condiciones sefialadas por los autores del siguiente cuadro:

Nombre Partidores Secuencia Fragmento (pb) Referencia

DC6: GAGGGACTTTTGGGTAATCA
DC6+ITS4 (12 ronda) 1310

ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC
Bonants et al.,

DC1: ACTTAGTTGGGGGCCTGTCT 1997
DC1+DC5 (22 ronda) 550
DC5: CGCCGACTGGCCACACAG

(12 ronda) RAS-
PFR109h1-F

. RAS-PFR109h1-F: TGTCGAGAGTGATTTATT
229

RAS-PFR109h1-R RAS-PFR109h1-R: AATGGCAAGGCTAGTTACTA
loos et al,
(22 ronda) 2006

TRP-PFF309a9-F TRP-PFF309a9-F: CTACCTCCCTAAGCTTATCA

403
+ TRP-PFF309a9-R: ACGCAGCATCATAGAAAAT

TRP-PFF309a9-R
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Se considerara un diagnéstico positivo a Phytophthora fragariae var. fragariae cuando colonias sospechosas de ser Phytophthora sp., se
analizan mediante técnica molecular de PCR y producto de este analisis se observa la banda de amplificacién del tamafio sefialado para los
primers especificos utilizados para el analisis.

Para el caso de diagndsticos negativos, se debe verificar la extraccién de ADN y/o la ausencia de inhibicién de la reaccién, siendo necesario
utilizar partidores de control interno de amplificacién (CIA).

Se considerard un diagnéstico negativo a Phytophthora fragariae var, fragariae si no hay desarrollo de colonias sospechosas de ser
Phytophthora sp. en ninguna de las placas de medio de cultivo, o bien, si a partir de algin aislado sospechoso que se analiza mediante técnica
molecular de PCR no se observa la banda de amplificacién respectiva para los primers especificos utilizados para el andlisis y ademas se
observa la banda de amplificacién de CIA.

Para dar cumplimiento con lo anterior, pueden utilizarse en forma separada o en la misma mezcla de PCR, tanto los partidores especificos, como
una de las parejas de partidores universales (detallados en Anexo 3), cuya eleccion dependera del tamafio del fragmento especifico del
patégeno a detectar y de la optimizacion de la metodologia de cada laboratorio.

Si el laboratorio lo considera necesario, los resultados obtenidos los puede complementar con analisis de secuencia de ADN de la region ITS del
ADN ribosomal y con los partidores especificos utilizados.

c) Verticillium albo-atrum

Tipo de Muestra: Cuello y raices

Metodologia de diagnostico: Medio de cultivo (MSP y PDA), Microscopia y Técnica molecular
Identificacién: Morfologia y PCR primer especifico

Siembra en medio de cultivo

i. Proceder de acuerdo a lo sefialado en los numerales 6.1 del procedimiento general, considerando cortar en forma aséptica de cada planta 4-5
trozos de raices de 1 cm. de largo (seleccionar raices de 2-3 mm. aprox. de grosor y cercanos al cuello) y 3-4 trozos de tejido de la zona del
cuello de 0.5x2 cm. (realizar los cortes en forma longitudinal y de 1 mm. aprox. de grosor) con o sin sintomas de zona de avance de necrosis o
lesion.

ii. Sembrar los tejidos seleccionados en medio de cultivo PDA

iii. Revisar los cultivos mediante microscopia, determinando aquellos que posean alguna de las caracteristicas morfolégicas y de crecimiento de
colonia tipica, descritas en la literatura para Verticillium spp.

iv. Si no hay desarrollo de Verticillium spp. en ninguna de las placas, la muestra se diagnostica como negativa al patégeno.

v. Si existe desarrollo de Verticillium spp. las colonias deben marcarse con una cruz con lapiz permanente en el envés de la placa. Si éstas se
encuentran relativamente puras y con suficiente desarrollo de micelio aéreo, se puede proceder con la extraccion de ADN en forma directa, de lo
contrario se debe efectuar un repique de uno o varios bloques de agar con presencia de propagulos del patégeno en PDA.

vi. Identificar el patégeno a nivel de especie, mediante analisis molecular de PCR, utilizando partidores y condiciones especificas.
vii. El diagndstico se considerara positivo o negativo de acuerdo al resultado obtenido del punto anterior (identificacién por PCR).
Andlisis molecular

Utilizar uno de los protocolos y parejas de partidores de acuerdo a las condiciones sefialadas por los autores del siguiente cuadro:

Nombre Partidores Secuencia Fragmento (pb) Referencia

2: ATGGACCGAACAGCTAGGTA
2+3 300
3: TCTCAGATATATGCTGCTGC

Carder et al.,, 1994; EPPO
2007

Vaf: CCGGTACATCAGTCTCTTTA
Vaf+Var 334
Var: ACTCCGATGCGAGCTGTAAT

Nazar et al., 1991; Robb et
al., 1993

Se considerara un diagnéstico positivo a Verticillium albo-atrum cuando colonias sospechosas de Verticilium sp., se analizan mediante técnica
molecular de PCR y producto de este analisis se observa la banda de amplificacién del tamafio sefialado para los primers especificos utilizados
para el analisis.

Para el caso de diagndsticos negativos, se debe verificar la extraccién de ADN y/o la ausencia de inhibicién de la reaccién, siendo necesario
utilizar partidores de control interno de amplificacion (CIA).

Se considerara un diagndstico negativo a Verticillium albo-atrum si no hay desarrollo de colonias sospechosas de Verticillium sp. en ninguna de
las placas de medio de cultivo, o bien, si a partir de algun aislado sospechoso que se analiza mediante técnica molecular de PCR y producto de
este analisis no se observa la banda de amplificacién respectiva para los primers especificos utilizados para el analisis y ademas se observa la
banda de amplificacién de CIA.

Para dar cumplimiento con lo anterior, se puede utilizar en la misma mezcla de PCR los partidores especificos junto a las parejas de partidores
universales (detallados en Anexo 3) de manera separada en reacciones o mezclas distintas utilizando cada pareja de partidores en forma
individual, cuya eleccion dependera del tamafio del fragmento especifico del patdégeno a detectar y de la optimizacion de la metodologia de
cada laboratorio.

Si el laboratorio lo considera necesario, los resultados obtenidos los puede complementar con analisis de secuencia de ADN de la regién ITS del
ADN ribosomal y con los partidores especificos utilizados.
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d) Verticillium dahliae

Tipo de Muestra: Cuello y raices
Metodologia de diagnostico: Medio de cultivo (MSP y PDA), Microscopia y Técnica molecular
Identificacién: Morfologia y PCR primer especifico

Siembra en medio de cultivo

i. Proceder de acuerdo a lo sefialado en los numerales 6.1 del procedimiento general, considerando cortar en forma aséptica 4-5 trozos de
raices de 1 cm. de largo (seleccionar raices de 2-3 mm. aprox. de grosor y cercanos al cuello) de cada planta y 3-4 trozos de tejido de la zona
del cuello de 0.5x2 cm. (realizar los cortes en forma longitudinal y de 1 mm. aprox. de grosor) con o sin sintomas de zona de avance de necrosis
o lesion.

ii. Sembrar los tejidos seleccionados en medio de cultivo selectivo PDA.

ii. Revisar los cultivos mediante microscopia, determinando aquellos que posean alguna de las caracteristicas morfolégicas y de crecimiento de
colonia tipica, descritas en la literatura para Verticillium spp.

iv. Si no hay desarrollo de Verticillium spp. en ninguna de las placas, la muestra se diagnostica como negativa al patégeno.

v. Si existe desarrollo de colonias en alguna de las placas, que posean alguna de las caracteristicas morfolégicas y de crecimiento de colonia
tipicas del hongo, las colonias deben marcarse con una cruz con lapiz permanente en el envés de la placa. Si éstas se encuentran
relativamente puras y con suficiente desarrollo de micelio aéreo, se puede proceder con la extraccion de ADN en forma directa, de lo contrario
se debe efectuar un repique de uno o varios bloques de agar con presencia de propagulos del patégeno en PDA.

vi. Identificar el patégeno a nivel de especie, mediante analisis molecular de PCR, utilizando partidores y condiciones especificas.
vii. El diagnéstico se considerara positivo o negativo de acuerdo al resultado obtenido del punto anterior (identificacién por PCR).
Analisis molecular

Utilizar uno de los protocolos y parejas de partidores de acuerdo a las condiciones sefialadas por los autores del siguiente cuadro:

Nombre Partidores Secuencia Fragmento (pb) Referencia

2: ATGGACCGAACAGCTAGGTA
19+22 580
3: TCTCAGATATATGCTGCTGC

Carder et al., 1994; EPPO
2007

Vdf: CCGGTCCATCAGTCTCTCTG
Vdf+vdr 334
Vdr: ACTCCGATGCGAGCTGTAAC

Nazar et al.,, 1991; Robb
etal, 1993

Se considerara un diagnéstico positivo a Verticillium dahliae cuando colonias sospechosas de Verticilium sp., se analizan mediante técnica
molecular de PCR y producto de este analisis se observa la banda de amplificacién del tamafio sefialado para los primers especificos utilizados
para el analisis.

Para el caso de diagndsticos negativos, se debe verificar la extraccién de ADN y/o la ausencia de inhibicién de la reaccién, siendo necesario
utilizar partidores de control interno de amplificacién (CIA).

Se considerara un diagnéstico negativo a Verticillium dahliae si no hay desarrollo de colonias sospechosas de Verticillium sp. en ninguna de las
placas de medio de cultivo, o bien, si a partir de algin aislado sospechoso que se analiza mediante técnica molecular de PCR y producto de
este analisis no se observa la banda de amplificacién respectiva para los primers especificos utilizados para el analisis y ademas se observa la
banda de amplificaciéon de CIA.

Para dar cumplimiento con lo anterior, se puede utilizar en la misma mezcla de PCR los partidores especificos junto a las parejas de partidores
universales (detallados en Anexo 3) o de manera separada en reacciones o mezclas distintas utilizando cada pareja de partidores en forma
individual, cuya eleccion dependera del tamafio del fragmento especifico del patdégeno a detectar y de la optimizaciéon de la metodologia de
cada laboratorio.

Si el laboratorio lo considera necesario, los resultados obtenidos los puede complementar con analisis de secuencia de ADN de la regién ITS del
ADN ribosomal y con los partidores especificos utilizados.

6.2.2 Para Olivos

Seguir procedimiento como se indica para material frutilla anteriormente descrito para los siguientes hongos:
a) Verticillium albo-atrum

b) Verticillium dahliae

6.2.2.1 Para muestras de sustrato

Para ambos hongos solicitados se procede de la misma forma, segun lo indicado en el numeral 6.1.1 letra b), del procedimiento general de una
muestra de sustrato, a la cual se le verifica la cantidad y humedad, para posteriormente proceder a constituir una submuestra representativa
segun lo indicado en el kit de extraccién utilizado.

La extraccién de ADN se realiza segun lo indicado en el Kit de extraccién de suelo utilizado.
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Detectar el patégeno, mediante analisis molecular de PCR, de acuerdo a lo indicado en el numeral 6.2, utilizando partidores y condiciones
especificas descritas en él.

El diagnostico se considerara positivo o negativo de acuerdo al resultado obtenido del punto anterior (identificacion por PCR).
7. VARIACION DE LA METODOLOGIA

En el caso de utilizar reactivos, protocolos o metodologias diferentes a los indicados en los procedimientos de analisis especificos, éstos
quedaran sujetos a la evaluacién y aprobacién por parte del Servicio previo a ser utilizados en analisis oficiales.

No obstante lo anterior, los laboratorios podran presentar para la evaluacion por parte del SAG, otras metodologias o variantes de las indicadas
en este instructivo, las que una vez aprobadas y validadas podran ser implementadas por los laboratorios autorizados.

En aquellos casos excepcionales, en donde se solicite andlisis de patégenos sélo a nivel de género, el laboratorio deberd dar respuesta de
acuerdo a lo establecido en la letra c) de la descripcién de la metodologia especifica respectiva. Sin perjuicio de lo anterior, una vez recibida la
muestra por parte del laboratorio acreditado, éste debe informar en forma escrita (via correo electronico, u otro) de esta situacién, al inspector u
oficina SAG de origen de la muestra con copia al Encargado de Supervision SAG de ese laboratorio.

8. COMUNICACION Y REGISTRO DE LOS RESULTADOS

Los resultados deberan ser ingresados a una base de datos y autorizados por el responsable técnico del laboratorio autorizado, mediante la
utilizacion del sistema computacional de Certificacion de Semillas y Plantas Frutales (http://csm.sag.gob.cl/Common/frmLogin.aspx), en un plazo
minimo de 7 dias (en el caso de muestras que no presentaron desarrollo del patégeno solicitado) y maximo de 15 dias seguidos, desde la fecha
de recepcion de la(s) muestra(s) por parte del laboratorio autorizado.

Una vez ingresados los resultados, el laboratorio debera notificar lo anterior en forma escrita, a la Oficina SAG correspondiente al origen de la

muestra, al Encargado de Supervision SAG de ese laboratorio, con copia al correo electrénico cpf@sag.gob.cl, indicando el o los numeros de

folio del acta de toma de muestras (con su correspondiente correlativo) que fueron ingresados al sistema.

Ademas, en forma semanal, el laboratorio deberd enviar en forma escrita via correo electrénico (cpf@sag.gob.cl), al Encargado de Supervision
SAG de ese laboratorio, una planilla digital formato tipo Excel de resultados de muestras actualizados que incluya a lo menos el N° de Solicitud
con su correlativo respectivo, fecha de recepcién, aceptacién/rechazo, resultado, fecha de analisis (positivo, negativo o pendiente), fecha de
ingreso de resultado al sistema computacional en linea, analista responsable y observaciones, para lo cual se deberd utilizar un documento
segun formato establecido en formulario F-GF-CGP-PT-159.

En caso que el laboratorio autorizado prevea cualquier atraso en el tiempo de respuesta de alguna muestra, debera informarlo con 24 horas de
anticipacién a la fecha limite de respuesta, via correo electrdnico, al Encargado de Supervision SAG de ese laboratorio con copia al correo
electrénico cpf@sag.gob.cl, indicando el numero de la muestra en esa situacion (folio del acta de toma de muestras con su respectivo niumero
correlativo), para que el Servicio determine los pasos a seguir.

Ademas, el laboratorio deberd mantener un archivador o libro de registro con los antecedentes antes mencionados, junto al registro
fotodocumentado del analisis molecular si es que correspondiera.

Todos los registros y documentos se deben conservar al menos durante los 5 afios siguientes de realizado el analisis.

Cualquier informacion obtenida producto del proceso de andlisis (resultados parciales o totales u otro), serd de caracter confidencial entre el
laboratorio autorizado y el SAG, en caso de no respetarse lo anterior, sin previa autorizacion del Servicio, serd considerado como una no
conformidad critica y causal de suspension inmediata de la condicién de autorizado.

9. SUPERVISION DE LOS LABORATORIOS AUTORIZADOS

Todo laboratorio autorizado serad supervisado mediante visitas al menos dos (2) veces al afio. Sin embargo, debera estar dispuesto a recibir
supervisiones adicionales, en cualquier momento.

El Encargado de Supervision SAG del Laboratorio Autorizado, podra solicitar a este ultimo en cualquier momento, el envio de contramuestras,
ya sea tejido vegetal, sustrato, cepas y/o ADN (acorde a lo indicado en el punto 5.3.2 de este instructivo), para ser analizados por el SAG. En el
caso de no haber concordancia con los resultados, se programara una visita de supervisién para verificar la conduccién del ensayo y determinar
las medidas que correspondan.

Si producto de las acciones de supervision, se detectan faltas en el desempefio del Laboratorio Autorizado, que afecten negativamente el
resultado del Programa de Certificacion en material de propagacion de Frutillas asociado a su autorizacion, el SAG, de conformidad con lo
dispuesto en la clausula sexta del correspondiente convenio de autorizacién, podra instruir al Laboratorio Autorizado mediante una carta
suscrita por el/la Jefe(a) del Departamento Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias, Director(a) Regional y/o Jefe(a) de Oficina Sectorial, el
cese inmediato de prestaciones de servicios ejecutados en el alcance de su autorizacion hasta que el SAG resuelva en definitiva su caso.

9.1. MEDIDAS POR INCUMPLIMIENTO

En caso de detectarse algun incumplimiento o hallazgo durante las supervisiones, se procedera a evaluar la criticidad del mismo, por lo cual el
autorizado quedard afecto a la aplicacion de medidas por incumplimiento dependiendo del tipo de incumplimiento en el marco de las
obligaciones de su actividad.

Las medidas que se pueden aplicar ante la deteccién de incumplimientos son:

O Suspensién de la autorizacion.
O Revocacion de la autorizacion.

Las medidas sefialadas se aplicardn a nivel nacional, sin perjuicio de las sanciones que contemplan las leyes vigentes.

Cabe sefalar, que en caso de detectar incumplimientos moderados, el supervisor podra consignar en el acta de supervisiéon correspondiente,
una amonestacion por escrito y establecerd un plazo para solucionar el hallazgo. En caso que el incumplimiento no sea subsanado, en el plazo
establecido, se aplicara la medida por incumplimiento que corresponda.

Las suspensiones de la autorizacion, duraran el tiempo que determine el Servicio considerando la gravedad del hallazgo. En el caso de tener
que subsanar algun incumplimiento, la suspensiéon durara, al menos, el tiempo que requiera el autorizado para implementar las medidas
correctivas y su posterior verificacién por parte del Servicio, caso en que la medida de suspension quedara levantada a contar de la fecha en
que el supervisor SAG a cargo de la supervision comunique por escrito al laboratorio autorizado la verificacion conforme de las medidas
correctivas por éste implementadas.

En caso de revocacion, el laboratorio autorizado afecto a tal medida, quedara inhabilitado para postular nuevamente a esta autorizacion, por el
plazo de 2 (dos) afios, contados desde que quede ejecutoriada la resoluciéon que la establece.
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10. OBLIGACIONES

El laboratorio autorizado ante el SAG para la ejecucién de labores asociadas al diagndstico de hongos y oomycetes en material vegetal de
propagacion de frutillas, olivos y sustrato, tendra las obligaciones sefialadas en el numeral 7 de la ultima versién del Reglamento Especifico para
la autorizacién de laboratorios de analisis/ensayos.

En el caso que, por motivos del transporte propiamente tal, las muestras lleguen al laboratorio en mal estado o que no cumplan con las
condiciones especificas para realizar los analisis (es decir estado de descomposicién u otro), el laboratorio autorizado debera cambiar de
empresa de transporte de encomiendas o courier, cuando tal situacién ocurra en 3 oportunidades consecutivas, dando cuenta de tal situacion
al Encargado de Supervision SAG de ese laboratorio, mediante documento escrito enviado via correo electrénico u otro.

En caso de cambio o término abrupto de convenio con empresa de transporte de encomienda por parte del laboratorio autorizado, éste debera
dar aviso formal por escrito via correo electronico en forma inmediata al Encargado del Programa de Certificacion de Plantas Frutales SAG, con
copia al Encargado de Supervision SAG de ese laboratorio.

No podra ejercer como laboratorio autorizado para el diagnéstico de hongos y oomycetes en material vegetal de propagacion de frutillas, olivos
y sustrato, cuando el representante legal, socios, directores, accionistas, gerentes, responsable técnico o personal de la empresa tengan un
interés directo e incompatible con la actividad para la cual fue autorizada, como ser propietario del producto que se desea certificar, u otras que
determine el Servicio.

Cualquier informacion obtenida producto del proceso de andlisis (resultados parciales o totales u otro), serd de caracter confidencial entre el
laboratorio autorizado y el SAG, en caso de no respetarse lo anterior, sin previa autorizacion del Servicio, serd considerado como una no
conformidad critica y causal de suspensién inmediata de la condicién de autorizado.

11. FORMULARIOS Y ANEXOS

Formulario anexo para el diagnostico de hongos y oomycetes en material vegetal de propagacién de

F-GF-CGP-PT-156 frutillas, olivos y sustrato final

F-GF-CGP-PT-157 Formulario de identificacién del personal vinculado al/los analisis

F-GF-CGP-PT-085 Empresa(s) de transporte de encomiendas o courier en convenio

Planilla semanal con resultados de analisis de hongos y oomycetes en muestras de plantas de

F-GF-CGP-PT-158 frutillas, hongos y sustrato del programa de certificacion de plantas frutales.

F-GF-CGP-PT-159 Formulario tipo para registro de fotodocumentacién de geles
ANEXO 1 Medios de cultivos y su formulacion
ANEXO 2 Protocolo de extraccion de ADN sugerido
ANEXO 3 Lista de partidores sugeridos a utilizar como control interno de amplificacién

2. El citado instructivo entrara en vigencia a contar de la fecha de publicacién de la presente resolucién en

el Diario Oficial.

3. La presente resolucion y el instructivo técnico, estaran a disposicion de los usuarios en el sitio Web del

Servicio Agricola y Ganadero (www.sag.cl), conforme a lo dispuesto en el articulo 7, letra j) de la Ley N°
20.285 sobre acceso a la Informacion Publica.

ANOTESE, COMUNIQUESE Y PUBLIQUESE

ANGEL SARTORI ARELLANO
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DIRECTOR NACIONAL SERVICIO AGRICOLA Y
GANADERO

Anexos

Nombre Tipo |Archivo|Copias|Hojas

IT diagndstico hongos y oomycetes en material propagacion y sustrato
Programa Certificacion Frutal

Digital

OCIl/VBM/MPF/VBM/AMRJ/VLAR/CCS/JHP

Distribucion:

Oscar Humberto Camacho Inostroza - Subdirector Servicio Agricola y Ganadero - Or.OC

Vanessa Alejandra Bravo Maldonado - Jefe/a Departamento Transacciones Comerciales y Autorizaciéon
de Terceros - Or.OC

Michel Agredo Salazar - Jefe Departamento Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias - Servicio
Agricola y Ganadero - Or.OC

Angela Luisa Tortora Urrutia - Jefe (S) Division Semillas - Or.OC

Marisol Raquel Paez Flores - Jefa Division Juridica - Or.OC

Ernesto Alejandro Torres Carrazana - Jefe Division Auditoria Interna - Or.OC

Jeanete Susana Franco Navarrete - Jefa Departamento de Comunicaciones y Participaciéon Ciudadana -
Or.0C

Julio Cerda Cordero - Director Regional Region Aysén Servicio Agricola y Ganadero - Or.XI

Angélica Genoveva Vivallo Vivallo - Directora Regional Regién de Antofagasta Servicio Agricola y
Ganadero - Or.ll

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

Ricardo Enrique Porcel Rivera - Director Region de Arica y Parinacota Servicio Agricola y Ganadero -
Or.AyP

Juan Carlos Valencia Bustos - Director Regional Region de Atacama - Servicio Agricola y Ganadero -
Or.ll

Jorge Esteban Fernandez Gonzalez - Director Regional Regién de Coquimbo Servicio Agricola y
Ganadero - Or.IV

Maria Isabel Sanchez Lopez - Directora Regional Regién Magallanes y Antartica Chilena Servicio
Agricola y Ganadero - Or.XI|

Jaime Enrique Pefia Cabezdn - Director Regional Regién del Bio-Bio Servicio Agricola y Ganadero -
Oor.Viil

Edgardo Adonis Bustamante Gonzalez - Director Regional (S) Region de Los Lagos - Servicio Agricola y
Ganadero - Or.X

Eduardo Jorge Figueroa Goycolea - Director Regional (TyP) Servicio Agricola y Ganadero Regién de La
Araucania - Or.IX

Juan Rodrigo Sotomayor Cabrera - Director Regional Regién de O'Higgins Servicio Agricola y Ganadero
-Or.VI

César Cardozo Rojas - Director Regional Region de Tarapaca Servicio Agricola y Ganadero - Or.
Tarapaca

Ana Cabrera Valenzuela - Director Regional TyP (S) Region del Maule Servicio Agricola y Ganadero -
Oor.Vi

Jorge Octavio Oltra Comte - Director Regional SAG Direccion Regional de Los Rios - Or.Lros

Francisca Herrera Monasterio - Directora Regional (T y P) Direccién Regional de Valparaiso - Or.V

Servicio Agricola y Ganadero - Av. Presidente Bulnes N° 140 - Teléfono: 23451101

El presente documento ha sido suscrito por medio de
firma electronica avanzada en los términos de la Ley
19.799 (Sobre Documentos Electronicos, Firma
Electronica y Servicios de Certificacidn de dicha Firma),
siendo valido de la misma manera y produciendo los
mismos efectos que los expedidos por escrito vy en
soporte de papel, con firma convencional.

El documento original esta disponible en la siguiente direccion
url:http:/ffirmaelectronica.sag.gob.cl/SignServerEsign/visualizadorXML/C2824154A2A21CECC8D11B6D625D6275FC15F8C1
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