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1. Resumen

Mediante las técnicas modernas de ingenieria genética y de la gendmica, es
posible aislar o sintetizar genes de cualquier origen. Los genes son segmentos de
las moléculas de acido desoxirribonucleico (ADN) que es el material genético de
todos los seres vivos. Con estos genes es posible construir organismos
genéticamente modificados (OGM), con el propésito de desarrollar mejores
sistemas biolégicos y tecnologia biolégica, para la produccion de medicamentos y
alimentos (Bolivar, 2003).

La Ley de Bioseguridad de OGM, en el Articulo 3 define OGM como “cualquier
organismo vivo, con excepcién de los seres humanos, que ha adquirido una
combinacion genética novedosa, generada a través del uso especifico de técnicas
de la biotecnologia moderna, siempre que se utilicen técnicas que se establezcan
en esta Ley o en las normas oficiales mexicanas que deriven de la misma”
(LBOGM, 2005).

Con fundamento en el Articulo 13 fraccién 11l de la LBOGM, “Es competencia de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) resolver y expedir permisos para realizar actividades con OGM, asi
como establecer y dar seguimiento a las condicionantes y medidas de
bioseguridad a las que se deben sujetar los permisionarios...”, para ejecutar la
LBOGM, la SAGARPA, a través del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA), establecio al Centro Nacional de Referencia
en Deteccion de Organismos Genéticamente Modificados (CNRDOGM), como la
entidad encargada de proveer resultados técnico-cientificos que coadyuven con la
toma de decisiones en materia de Bioseguridad de OGM (LBOGM, 2005).

Para ello el CNRDOGM desarrolla y utiliza los métodos de analisis moleculares
que son en la actualidad instrumentos reconocidos para la determinacién de

analitos de ADN, un ejemplo de ello es el uso de la técnica de la Reaccidén en
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Cadena de la Polimerasa (PCR) que es una de las mas utilizadas en la deteccion
de OGM.

El CNRDOGM implementa un sistema de gestién de calidad con base a la NMX-
EC-17025-IMNC-2006 para tener confiabilidad en sus resultados donde se
describe que “la validacién de los métodos es la confirmacién atreves del examen

y aporte de evidencias objetivas para uso especifico previsto.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo experimental fue la realizacién de la
validacion de la metodologia para el analisis de algodén (Gossypium hirsutum)
genéticamente modificado, con el evento especifico MON-88913-8 que le confiere
tolerancia al herbicida glifosato por la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en tiempo real (QPCR), donde se realiz6 el analisis cualitativo y
cuantitativos bajo condiciones de repetibilidad y reproducibilidad con pardmetros
analitico como: intervalo dindmico, precision, eficiencia de amplificacion,

coeficiente de correlacién, robustez e incertidumbre.

Los ensayos se llevaron a cabo por gPCR con diferentes equipos de
termocicladores, los cuales detectan la presencia de la modificacion por medio de
fluorescencia en el material a utilizar, por medio de amplificaciones permitiendo la
deteccién y cuantificacion del porcentaje de OGM. Para ello, se utilizaron mezclas
de algodén genéticamente modificado (GM) a diferentes porcentajes (0.025, 0.1,
1.0, 10. 100%).

Dicha validacion permitio saber si los parametros analiticos cumplen con los
valores establecidos conforme a lo descrito por la NMX-EC-17025-IMNC-2006 y
con base en la normatividad internacional vigente, permitiendo la evaluacion de la
técnica en diferentes matrices y su posterior incorporacion en las actividades
rutinarias del CNRDOGM.
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2. Marco teoérico

2.1 Organismo Genéticamente Modificados
La biotecnologia moderna se puede definir como una actividad multidisciplinaria,
cuyo sustento es el conocimiento de frontera generado en diversas disciplinas
(entre otras, biologia molecular, ingenieria bioquimica, microbiologia, inmunologia,
bioguimica, gendmica, bioinformatica, ingenieria de proteinas), que permite el
estudio integral y la manipulacion de los sistemas bioldgicos (microbios, plantas y

animales) (Bolivar, 2003).

A partir del conocimiento de la célula viva y su funcionamiento, mediante estas
disciplinas, la biotecnologia ha coadyuvado a satisfacer demandas en la solucion
de problemas relevantes en diversos sectores como el de la salud, el

agropecuario, el industrial y el del medio ambiente (Bolivar, 2003).

Mediante las técnicas modernas de la ingenieria genética y de la genémica, es
posible aislar o sintetizar genes de cualquier origen. Los genes son segmentos de
las moléculas de &cido desoxirribonucleico (ADN) que es el material genético de
todos los seres vivos. Con estos genes es posible construir organismos
genéticamente modificados (OGM), con el propdsito de desarrollar mejores
sistemas bioldgicos y tecnologia biologica, para la produccién de medicamentos y
alimentos (Bolivar, 2003, Mussin V, 2006).

Se ha introducido el término «organismos genéticamente modificados» (OGM)
para describir a los organismos cuyo material genético se ha modificado de una
forma que no se da en la naturaleza en condiciones normales de hibridacion o
recombinacion natural. EI OGM debe ser una unidad biologica capaz de
multiplicarse o transmitir material genético. Aplicado a los vegetales, el término se
refiere a plantas en cuyo genoma (hospedador) se han introducido de forma
estable uno o varios genes procedentes de otras especies, mediante técnicas de
transferencia genética y cuando en la mayoria de los casos se ha comprobado
que tales genes introducidos hacen que se obtenga un producto génico (una
proteina), (Querci M., 2007).
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En los Ultimos afios se ha incrementado a nivel mundial la aplicacién de la

ingenieria genética en vegetales con diversos propdsitos, como el de aumentar la
produccion de la actividad agricola, la vida en anaquel de los productos

perecederos y su resistencia a plagas y enfermedades (Bolivar, 2003).

Los OGM, son cultivados con fines comerciales desde 1994, cuando Estados
Unidos aprobo el uso y liberacion al ambiente de un tipo de tomate denominado
‘FlavSavr®”, el cual tenia la cualidad de maduracion tardia. En el afio 2010
aproximadamente 10% de la superficie total mundial de cultivos fue plantada con
OGM (James, 2011).

En el afio 2011, en Meéxico se plantaron 161,500 hectareas de algodén
transgénico, lo que equivale a una tasa de adopciéon del 87% y 14,000 hectareas
de soya para un total de 175,500 hectareas del pais, en comparacion con 71,000
hectéareas en 2010; con un aumento de 146% (James, 2011).

En la Unién Europea y muchos otros paises el analisis de OGM es visto como el
procedimiento completo que parte de una muestra y que incluye serie de pasos
llamados “niveles” para determinar la presencia, identificacion y cuantificacién de
los OGM en productos tales como alimentos, forrajes o semillas; hasta que
finalmente la medicién se proporciona un resultado (Figura. 1) (Holst A, et al
2012).

Procedimiento de andlisis dentro del laboratorio

/ Método analitico \

Paso 3

Paso 1 Paso 2

Paso 4
Gen Referencia

gPCR

Resultados de la

Producto mmDp Preparacién —> Extraccidn —> —_ Andlisis de > medicién

de muestras ADN datos
Secuencia GM

aPCR

Figura 1. Enfoque modular en el analisis de OGM. (Holst A, et al. 2012).
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Las ventajas de un enfoque modular, son principalmente una mayor flexibilidad y

un potencial para el disefio de las validaciones. El enfoque modular ha aplicado
principalmente el analisis de ADN utilizando la tecnologia de la PCR, pero el
enfoque es tedricamente aplicable también a otros objetivos que el ADN. Existen
diversos niveles de analisis que van de mayor a menor especificidad, la PCR es

comun para discriminar entre cuatro niveles de especificidad (Figura. 2).

Promotor Rasgo genético Terminador

+
Elproceso de transformacion.
Insertar una construccion
(Genoma receptor genética en un genoma receptor
Construccion insertada en el genoma receptor
ll [l [ | Especie/taxon especifico
— — (zen enddgeno, cualquier
CTOmOosoma)
] [ ] [ 1
I ] { } { } Elemento especifico
[ | . .
1 1 | Construccion especifica

il
Iif

Evento especifico

Figura 2. Proceso de transformacion y los cuatro niveles de especificidad de andlisis dirigidos a secuencias de
ADN, (Holst A et al. 2012)

2.1.1 Nivel especie/taxdn especificos

El primero de los pasos es detectar una secuencia conocida por ser especifico
para la especie objetivo / taxdn (gen enddégeno de la especie/taxdn). La secuencia
blanco esta constantemente presente en la especie/taxdn y ausente en otros
grupos taxonomicos (Hernandez et al, 2004; Papazova et al, 2010). Aunque el
nivel esta pensado para propdésitos cuantitativos, la presencia de la secuencia
endogena debe encontrarse en una sola copia en el genoma seleccionado. La
cantidad del numero de copias de material GM entre el material enddégeno

proporciona el porcentaje de OGM presentes en el material analizado, como se

——
v
| —
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requiere en los reglamentos de la Unién europea (UE) (Comision Europea, 2003b;
2011).

2.1.2 Nivel de secuencia blanco o elemento especifico.

El nivel de andlisis de elemento especifico va dirigido a un inserto de una
secuencia motivo de ADN. Este motivo puede ser un promotor, un terminador,
intron o la parte que codificacion de un gen. Este nivel es adecuado para
determinar si una muestra es probable que contenga OGM o no. Ambos
elementos reguladores, tales como promotores y terminadores, asi como los
rasgos y genes marcadores de seleccion y elementos de vector de clonacion
puede ser objetivo con un elemento modulo especifico de la PCR. La mayoria de
los elementos individuales son hasta la fecha, derivados de los donantes naturales
(no GM), tales como virus, bacterias y plantas. Por lo tanto, la presencia de
elementos individuales no siempre proporciona pruebas concluyentes de la
presencia de OGM. En muchos casos es necesario, incluir como un control de un
nivel especifico de la PCR para detectar la presencia del organismo donante. Este
nivel de control pertenece a los niveles especificos del taxon (Holst A., et al,
2012).

2.1.3 Nivel de construccion especifica

Un nivel de construccion especifica de la PCR se dirige al inserto de una
secuencia motivo de ADN compuesto de al menos dos elementos que no se
encuentran naturalmente. En otras palabras, en una secuencia quimeérica el 5'y 3'
de la secuencia motivo se derivan a partir de dos elementos separados. Un nivel
especifico constructo se aplica dos iniciadores diferentes que habran de hibridarse
con uno de los extremos en la quimera. Construir los niveles especificos que sean
adecuados para la deteccibn y cuantificacion que proporcionen pruebas
irrefutables de la presencia de OGM cuando se obtiene un resultado positivo
(Holst A., et al, 2012).
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2.1.4 Nivel de andlisis de eventos especificos

El objetivo de un nivel de la PCR Evento Especifico (E.E) va dirigido a una
secuencia motivo Unica, de un solo OGM. La secuencia motivo especifica de
eventos es la firma inequivoca, 0 una etiqueta, de un determinado OGM. En la
mayoria de los casos el E.E. se crea cuando el constructo esta integrado en el
genoma receptor. Las secuencias motivos son generalmente, pero no siempre, la
integracion de las regiones continuas, es decir, la secuencia de fusion compuesta
por los pares de bases terminales del ADN insertado y los pares de bases
adyacentes del genoma huésped receptor en el area de insercion. Una
construccion especifica no puede ser considerada como evento especifico ya que
la misma construccion puede ser usada varias veces para desarrollar un OGM.
Los niveles de la PCR de E.E. son especialmente adecuados para la identificacion
y cuantificacion de OGM, y representa la base juridica en la autorizacion de un
OGM para su uso comercial como alimento/forraje en la mayoria de las naciones.
Para autorizar el uso comercial de un OGM, la Union Europea (UE) pide al
promovente proporcionar un método de deteccién especifico al OGM, asi como

sus materiales de referencia control (European Commission, 2011).
2.2 Algodon

El algodon pertenece al género Gossypium, familia Malvaceae, el cual comprende
un amplio nimero de especies y es la planta textil de fibra suave méas importante

del mundo.

El algoddn es la principal planta cultivada para produccion de fibra en el mundo, de
gran importancia como materia prima para la fabricacion de tejidos y prendas de
vestir. Como subproducto, una vez removida la fibra, queda la semilla que es
procesada para la extraccion de aceite comestible y el material restante se usa en
la fabricacion de alimentos concentrados para animales. Inclusive, las fibras cortas,
gue quedan luego de remover la totalidad de la fibra, son procesadas para obtener

productos dietéticos de alto contenido de fibra y algunos usos alimenticios que
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incluyen forros para embutidos y para mejorar la viscosidad de ciertos productos

como pasta dental y helados, entre otros (CONABIO).

La especie cultivada en México se llama Gossypium hirsutum L., es originaria de
nuestro pais y América Central. Actualmente existen zonas de produccién en
diversos estados del norte del pais. Los estados en los que el algodon se cultivd
con éxito durante 2011 fueron: Sinaloa, Sonora, Baja California, Chihuahua,
Tamaulipas, Coahuila y Durango. De acuerdo con el Comité Nacional Sistema
Producto Algoddn, A.C., la produccion en México entre 2010 y 2011 fue de 287.43
miles de hectareas (CIBIOGEM, 2011).

A mediados de la década de 1990, la produccibn en México desaparecio
practicamente debido al ataque de plagas. A partir de 1996, el gobierno mexicano
aprobo la introduccién de biotecnologia en el cultivo de algodon, por lo que inicio la

siembra con semillas genéticamente modificadas.

En el afio 2010, la superficie utilizada para cultivar algodon crecié alrededor de
60%, al pasar de 72, 252, a mas de 110,000 (CIBIOGEM, 2011).

2.2.1 Algodon genéticamente modificado

Desde hace 15 afios, la ingenieria genética, se estd aplicando para obtener
plantas de algodén genéticamente modificadas (GM), resistentes a insectos y
tolerantes a herbicidas existiendo un gran potencial para introducir otras
caracteristicas deseables en la planta. El método de transformacion cominmente
utiizado en algodon, es a través de la bacteria del suelo Agrobacterium
tumefasciens. Esta nueva tecnologia es considerada como un instrumento
alternativo para modificar y mejorar los cultivos, particularmente en el caso del
algodon donde las pérdidas por insectos y malezas son altamente significativas. El
alto costo del control quimico de los insectos y las malezas, justifica el desarrollo
de plantas genéticamente modificadas, no solo para reducir el costo de
produccion, sino también el deterioro del medio ambiente (AngerBio 2011,
CIBIOGEM, 2011).
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El algodon pertenece a la primera generacion de cultivos modificados

genéticamente que ha dado como resultado el desarrollo de cultivares con un
potencial importante para aumentar la productividad del cultivo, reducir el impacto
ambiental al disminuir el uso de insecticidas y herbicidas; y mejorar la calidad del
producto a través de la introduccion de resistencia a insectos y de tolerancia a
herbicidas o de una combinacion de estas dos caracteristicas en una misma
variedad o eventos apilados (“stacked trait product”) (CIBIOGEM, 2011).

Estatus del cultivo de algodén GM en México
La siembra del algodon GM esté altamente posicionada en el mercado, lo que ha
motivado a distintos agricultores a regresar a este cultivo.

Incremento en las hectareas sembradas de algodon GM; de 107,000 en el 2010 a
mas de 180,000 en el 2011 (AgroBio, 2012).

Se ha aprobado la comercializacion de hasta 340.000 hectareas de algodon

biotecnoldgico, especialmente en el norte del pais (AgroBio, 2012).

La industria algodonera del pais tiene un valor de 2,000 millones de pesos al afio,

impulsada por el uso de semillas genéticamente modificadas (AgroBio, 2012).

Durante 2010 México rebaso las 500 mil toneladas de produccién del cultivo, cifra
record para este cultivo. Actualmente, el algoddén genéticamente modificado se
cultiva en fase piloto, en los estados de: Sonora, Coahuila, Durango, Baja
California, Tamaulipas y Chihuahua, en un total de 172 mil hectareas (AgroBio,
2012).

Los niveles de importacién se han reducido: en el afio 2000 se importd el 97%

para satisfacer el mercado interno, diez afios mas tarde las cifras bajaron al 70%.

En 2010, Chihuahua inicié con la adopcién de esta tecnologia, lo que le permitid
incrementar la produccion 136%. Actualmente produce el 59% del algodon en
México (AgroBio, 2012).
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Para el aflo 2011, el area total solicitada de algodon genéticamente modificado
resistente a insectos lepidopteros y tolerante a los herbicidas con glufosinato de
amonio y con glifosato fue de 892,930 hectareas. Esta superficie de siembra esté
distribuida en seis Estados del norte del pais: Chihuahua, Coahuila y Durango
(Comarca Lagunera), Sonora, Tamaulipas, Sinaloa, Valle de Mexicali- San Luis
Rio Colorado, Baja California Norte (Figura 3) (CIBIOGEM, 2011)

4
3 Comercial
m Piloto
m Experimental
2
| -] I I I I I
0 4

Chihuahua  Chihuahua,  Comarca Sinaloa Vallede Tamaulipas, Chihuahuay Sonora Tamaulipas
Coahuilay Lagunera Mexicali - San  San Luisde Coahuila
Durango Luis Rio Potosiy
Colorado Veracruz

o

Figura 3. Relacién del tipo de solicitud de liberacién al ambiente y el nimero de solicitudes permitidas para la
siembra de algodon GM, en diferentes localidades de los Estados del norte del pais. (CIBIOGEM, 2011)

El algoddn con E.E. MON-88913-8 se desarrollé para permitir el uso de glifosato,
el ingrediente activo en el herbicida Roundup ®, como una opcién de control de
malas hierbas en la produccién de algodén. Esta variedad de algodén transgénico
contiene wuna forma tolerante al glifosato de la planta enzima 5-
enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), aislada de la bacteria del suelo
Agrobacterium tumefaciens cepa CP4, en lo sucesivo denominado CP4 EPSPS

(Center for Environmetal Fisk Assessment, 2012).
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La enzima EPSPS es parte de la via de shikimato que esta implicado en la
produccion de aminoacidos aromaticos y otros compuestos aromaticos en las
plantas. Cuando las plantas convencionales son tratadas con glifosato, el
herbicida se une a EPSPS, evitando de este modo la sintesis de los aminoacidos
aromaticos necesarios para el crecimiento de la planta. La enzima CP4 EPSPS en
algodon con E.E. MON-88913-8 tiene una afinidad reducida por el glifosato; su
actividad enzimética, no se ve obstaculizada por el herbicida (Center for

Environmetal Fisk Assessment, 2012).

El algodén con E.E. MON-88913-8 fue desarrollado por la introduccién de dos
copias del gen CP4 EPSPS en las secuencias de codificacion usando la variedad

de algodon mediante el método de transformacion Agrobacterium tumefaciens.

En la Figura 4 se muestra la construcciéon de los elementos que constituyen dicho

evento.

TRANS

TRANS
T Promotor e

ADN planta Promotor GEN

—

ADN planta

5 flank 3" flank

pEerrl f R iR R E)
L g e 7 g 3
@ = = =

Figura 4. Construccion de los elementos que constituyen el algodéon GM con E.E MON-88913-8, Gossypuum
hirsutum, confiere tolerancia a herbicida glifosato, método de transformacion por Agrobacterium tumefaciens
(GMDD).

En la Tabla 1 se presenta la construccién que constituye el E.E. MON-88913-8.
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Tabla 1. Elementos que constituye al E.E. MON-88913-8

P-FMV/TSF1: promotor quimérico que contiene el promotor
de A.thaliana el gen TSF1, que codifica el factor de
elongacion EF-1lalfa, contiene secuencias potenciadoras de
promotor de virus del mosaico de la Escrofularia 35S, asi
como el lider y secuencias del intron del gen de A. thaliana
TSF1.

Promotor

cp4 epsps

cassette Region de

A, Codificacion de 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa
codificacion

Derivada de la secuencia de ADN T-E de Pisum savitum, que
contiene la region no traducida de 3’ de la caboxilasa
ribulosa-1,5 bifosato (Rubisco) de genes de pequefia
subunidad E9

Terminador

Esta regulado por P-35S/ACT8, un promotor quimérico a
partir del gen act8f de A. thaliana con secuencias
Promotor potenciadoras del promotor 35S del virus del mosiaco de la
coliflor, el lider y secuencias de intron del gen de act8f de A.
cp4 epsps thaliana

Region de

cassette o
codificacion

Codificacion de 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa

Derivada de la secuencia de ADN T-E de Pisum savitum,
que contiene la region no traducida de 3’ de la caboxilasa
ribulosa-1,5 bifosato (Rubisco) de genes de pequeia
subunidad E9

Terminador

(Agbios, 2012)
En Meéxico durante el afio 2011 se procedié a solicitar permiso para cultivar de
manera liberada algodon GM con E.E. MON-88913-8 principalmente en
Chihuahua, Coahuila, Durango, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas las cuales estan en

etapa experimental y/o etapa piloto (CIBIOGEM, 2011).

En cuanto al herbicida glifosato es una molécula formada por una fraccion de
glicina y un radical aminofosfato unido como sustituyente de uno de los hidrégenos

del grupo a-amino (Figura 5).

O O
o Ao
OH

Figura 5. Formula quimica del Glifosato

Como producto protector de cultivos, constituye uno de los descubrimientos
agroquimicos mas importantes de este siglo, siendo el herbicida de mayor uso en
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el mundo por ser efectivo, seguro y por que permite su aplicacion de diversas

maneras.

El glifosato actua como herbicida post-emergente de amplio espectro, no selectivo
y «seguro» desde el punto de vista ambiental (baja toxicidad para organismos no
blanco, bajo movimiento en el agua subterranea y persistencia limitada). Es un
herbicida inhibidor de la sintesis de amino&cidos en plantas, bacterias, algas,
hongos, a través de la inhibicion de la enzima EPSPS (5-enolpiruvil shikimato 3-
fosfato sintetasa). La EPSPS es codificada por el nucleo celular y transportada al
cloroplasto a través de un péptido de transporte, y es en el cloroplasto donde
participa de la ruta metabdlica del 4cido shikimico. En esta via se emplea un 20%
del carbono fijado durante la fotosintesis. Esta enzima esta asociada a la sintesis
de tres aminoacidos esenciales cromaéticos: fenilalanina, tirosina y triftofano.
Ademas, este trayecto esta relacionado a la sintesis de compuestos aroméaticos
como ligninas, alcaloides, flavonoides, acidos benzoicos y hormonas vegetales,
puesto que los aminodcidos sintetizados son precursores de estos compuestos
secundarios. Ya en el cloroplasto, la EPSPS enlaza primero una molécula de
shikimato-3-fosfato (S3P), inmediatamente después una molécula de PEP se
enlaza al sitio activo de la enzima. La EPSPS cataliza entonces una reaccion de
condensacion para producir 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato. Queda claro que PEP
no presenta afinidad por EPSPS a menos que una molécula de S3P se enlace

primero (Herbicide Tolerant Cotton).

La utilizacion de algodon GM permite controlar las malezas con glifosato que, a
diferencia de los herbicidas utilizados en la agricultura tradicional, es mas barato y
de facil degradacion en el suelo, lo que evita efectos residuales que puedan

perjudicar a futuros cultivos, asi como la contaminacion del medioambiente.
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2.3 Regulacion de Organismos Genéticamente Modificados

Los OGM tuvieron su primera incursion formal en México en el afio 1988, al
ingresar a la Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV), la primera solicitud
para importar y liberar en campo tomate. En 1989 se formo el Comité Nacional de
Bioseguridad Agricola (CNBA) denominado posteriormente como Subcomité
Especializado en Agricultura (SEA). En 1996 se publico la Norma Oficial Mexicana
NOM-056-FITO-1995 que establecio los requisitos fitosanitarios para la
movilizacion nacional, importacion y establecimiento de pruebas con OGM. En el
2000, México firmé el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia
del Convenio sobre la Diversidad Biologica y éste entr6 en vigor en 2003.

Mediante el Protocolo de Cartagena, los paises firmantes se comprometieron a
establecer las regulaciones y medidas necesarias para evaluar los movimientos
transfronterizos de los OGM que pudieran tener efectos adversos sobre la
conservacion y la utilizacién sostenible de la diversidad biolégica o sobre la salud

humana (Protocolo Cartagena, 2000).

La Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados (LBOGM) se
public6 en marzo del 2005 y tiene como objetivo regular las actividades de
utilizacién confinada, liberacidbn experimental, liberacion en programa piloto,
liberacibn comercial, comercializacion, importacién y exportacion de organismos
genéticamente modificados. Con el fin de prevenir, evitar o reducir los posibles
riesgos que estas actividades pudieran ocasionar a la salud humana o al medio
ambiente y a la diversidad biolégica o a la sanidad animal, vegetal y acuicola
(LBOGM, 2005).

La LBOGM define, en el Capitulo | Articulo 3 a un OGM “como cualquier
organismo vivo, con excepcion de los seres humanos, que ha adquirido una
combinacion genética novedosa, generada a través del uso especifico de técnicas
de la biotecnologia moderna, siempre que se utilicen técnicas que se establezcan

en esta Ley o en las normas oficiales mexicanas que deriven de la misma.
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La LBOGM declara que son autoridades competentes en materia de bioseguridad:

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), y
la Secretaria de Salud (SSA).

El Articulo 13 fraccion Il de la LBOGM menciona que, “Es competencia de la
SAGARPA resolver y expedir permisos para realizar actividades con OGM, asi
como establecer y dar seguimiento a las condicionantes y medidas de
bioseguridad a las que se deben sujetar los permisionarios...”. Para ejecutar la
LBOGM, la SAGARPA, a través del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA), establecio al Centro Nacional de Referencia
en Deteccion de Organismos Genéticamente Modificados (CNRDOGM), como la
entidad encargada de proveer resultados técnico-cientificos que coadyuven con la

toma de decisiones en materia de Bioseguridad de OGM.

2.3.1 Centro Nacional de Referencia en Deteccion Organismos
Genéticamente Modificados (CNRDOGM)

Con la publicacion de la LBOGM en 2005, se hace patente la necesidad de
fortalecer la capacidad analitica de las instancias competentes en materia de

bioseguridad.

En el 2006, ante la necesidad de atender el creciente tema de OGM en México,
con la LBOGM publicada y con su reglamento en incipiente nacimiento, se ponen

en marcha varios mecanismos para fortalecer esta area.

e Entre los aflos 2006-2008, financiado por el Programa de las Naciones
Unidas para el Desarrollo (PNUD) mediante el proyecto “Creacion de
capacidades institucionales y técnicas para la toma de decisiones en
materia de bioseguridad” y con la finalidad de desarrollar capacidades y
equipar un laboratorio de deteccibn de OGM en México, se comenz6 a
operar en el inmueble del SENASICA-Viveros un Laboratorio de Deteccion
de OGM.

15

——
| —



UNAM -Facultad de Quimica
- -

E—
e En el 2009 que se sometié a aprobacién al SENASICA un proyecto para la

creacion de un laboratorio de analisis de OGM que pudiera fungir como
Centro Nacional de Referencia en Deteccion de Organismos
Genéticamente Modificados en México, aprobandose y ejecutandose dicho
proyecto el mismo afio, es decir, a finales del 2009 se concluyeron los
trabajos de construccion y equipamiento del laboratorio que se ubicé en el
complejo de laboratorios pertenecientes a SENASICA localizado en
Tecamac, Estado de México.

e EI 1 de marzo del 2010 se trasladé oficialmente e inicié sus actividades de
analisis en las nuevas instalaciones.

e En diciembre de 2011 obtuvo la acreditacion que otorga la Entidad
Mexicana de Acreditacion (EMA) como reconocimiento a su competencia
técnica y confiabilidad de sus resultados cumpliendo los requisitos
establecidos en la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 y su equivalente
internacional 1ISO-EC-17025 (SAGARPA, SENASICA, 2012).

2.4 ¢ Qué es Monitoreo de OGM?

El monitoreo de OGM es el Conjunto de actividades desarrolladas para detectar la
presencia de OGM no permitidos, liberados intencional o accidentalmente en sitios
de cultivo agricola; para vigilar el correcto cumplimiento de LBOGM; generar la
informacién técnica para la toma de decisiones; implementar las medidas de
urgente aplicacion e iniciar los procedimientos administrativos de manera oportuna

y eficaz (Red de monitoreo, 2012).

El SENASICA realiza actividades de monitoreo de OGM, en zonas agricolas de las
diferentes regiones dentro del territorio nacional, para detectar la presencia de
OGM en cultivos ya establecidos en el ambiente mediante el uso de pruebas
inmunoldgicas de campo. Asi mismo, en el CNRDOGM se realiza la deteccién
para OGM en muestras de los cultivos monitoreados, lo anterior con el objeto de
salvaguardar los recursos genéticos y la sanidad animal, vegetal y acuicola del
pais (SENASICA, 2012).
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2.4.1 Como Detectar y/o Cuantificar OGM.

Las plantas genéticamente modificadas se caracterizan por la inserciébn de un
nuevo gen (o de un nuevo conjunto de genes) en sus genomas. El nuevo gen o
genes se traducen y la nueva proteina se expresa. Esto proporciona a la planta
una caracteristica nueva, como la resistencia a determinados insectos o la
tolerancia a ciertos herbicidas. La base de todas las técnicas de deteccion de
OGM consiste en explotar la diferencia entre la variedad no modificada y la planta
GM. Esto puede hacerse detectando el nuevo ADN genéticamente modificado que
se ha insertado, la nueva proteina expresada, o (si la proteina actla de enzima)
utilizando el andlisis quimico para detectar el producto de la reaccion enziméatica
(Querci M., 2007).

Hay dos técnicas que se utilizan generalmente en la actualidad para detectar
modificaciones genéticas en plantas como la soya, el maiz, el algodén y otras.
Uno es el ELISA (ensayo de inmunoabsorcién enzimética), con el que se estudia
la presencia de proteinas especificas explotando la especificidad de la union entre
un antigeno expresado y un anticuerpo especifico; el otro es la PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa), basada en la deteccidon de secuencias nuevas de ADN
insertadas en el genoma de la planta. Estos métodos muestran la ausencia o
presencia del OGM en la muestra, pero a veces también pueden dar una

indicacién cuantitativa (porcentaje) sobre la muestra estudiada (Querci M., 2007).
2.4.2 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR se basa en el mecanismo de la replicacion in vitro del ADN: el ADN
bicatenario se desenrolla y pasa a ADN monocatenario, se duplica y se vuelve a
enrollar. La PCR es un proceso multiple con ciclos consecutivos de tres diferentes
temperaturas donde el numero de moléculas de secuencia blanco crece

exponencialmente al numero de ciclos (Lees, 2003). Esta técnica consiste:

e Desnaturalizacion: la secuencia blanco de doble hélice se desnaturaliza

parcialmente para dar ADN monocatenario, y se detienen todas las
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reacciones enzimaticas (es decir, la extension de un ciclo anterior). La;g
cadenas complementarias se separan por el aumento de la temperatura.
Para obtener la desnaturalizacion del ADN, la temperatura suele
aumentarse hasta unos 93 — 96 °C. De esta manera se rompen los fuertes
puentes de H" y aumenta el nimero de bases desapareadas.

e Alineacion de iniciadores: la union o rehibridacion de las hebras de ADN
se efectla a una temperatura inferior (generalmente, entre 55 y 65 °C), esto
permite el alineamiento de los iniciadores a la secuencia blanco. La
hibridacion de los iniciadores es favorecida sobre la hibridacion ADN/ADN
molde, por el exceso de moléculas de iniciadores.

e Elongacién o alargamiento: La elongacién se lleva a cabo usando una
polimerasa a temperatura 6ptima de 72 °C hasta obtener una nueva cadena
recién sintetizada (Dorak, 2006).

Los iniciadores consisten en oligonucleétidos de ADN cuya longitud varia entre
18 y 25 unidades, que son diferentes entre si y complementarias de los sitios
de reconocimiento que flanquean el segmento de ADN blanco que debe
amplificarse. Las fases de desnaturalizacién del ADN molde, alineamiento del
iniciador y extension del iniciador constituyen un «ciclo» del método de
amplificacion por la PCR (Costa, 2004). La Figura 6 ilustra las tres fases

principales del proceso de amplificacién por PCR.
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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(Andy Vierstraste 1999

Figura 6. Fases de la amplificacion por PCR (Vierstraete A., 1999).

Tras cada ciclo, las hebras de ADN recién sintetizadas pueden servir de ADN
molde para el ciclo siguiente. Como se indica en la Figura 7, el producto principal
de esta reaccion exponencial es un segmento de ADN bicatenario cuyos extremos
vienen definidos por los extremos 5 de los oligonucleétidos iniciadores y cuya
longitud viene dada por la distancia entre los iniciadores. Los productos de una
primera ronda de amplificacion efectiva son moléculas de ADN de diferentes
tamafios, cuyas longitudes pueden superar la distancia entre los sitios de unién de
los dos iniciadores. En la segunda ronda, estas moléculas generan hebras de ADN
de longitud definida que se acumulan de forma exponencial en rondas posteriores
de amplificacion y constituyen los productos dominantes de la reaccion. Asi, la
amplificacion, que es el numero final de ejemplares de la secuencia blanco, se
expresa con la siguiente ecuacion:
(2" — 2n)x
Donde n es el numero de ciclos, 2n es el numero de moléculas del primer producto

obtenidas tras el primer ciclo y de los segundos productos obtenidos tras el
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segundo ciclo con longitud indefinida, x es el numero de ejemplares del ADN
molde original. (Querci M. 2007).

4th cycle

wanted gene

Exponential amplification

Ist eyele

——— ----c---- 3 35th eycle
template DMA

g
A
| ]
A A

|
/\
TSRO

kY
4 copics Reopies |6 copies 32 copies 2 =68 billion copies

(Andy Vierstracte [99%9)

Figura 7. La amplificacion exponencial del ADN mediante PCR. (Andy Vierstraete, 1999).

2.4.2.1 PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR)

La PCR en tiempo real (qPCR) es una técnica que permite la medicion continua de
la sefial fluorescente de una o mas reacciones en cadena de la polimerasa sobre
un intervalo de ciclos. La PCR cuantitativa es la conversion de las sefales
fluoresentes de cada reaccion dentro de un valor numérico para cada muestra,
permitiendo la cuantificacion de la secuencia blanco utilizado de manera mas
precisa (Kirtin, 2004). Es un método de amplificacién y cuantificacién simultanea,
utilizada en biologia molecular para analizar o cuantificar secuencias de acidos
nucleicos (ADN/ARN) (Applied Biosystems, 2011).

e La acumulacién del producto se monitorea mientras se lleva a cabo la
amplificacion.

¢ Analiza ciclo a ciclo los cambios de sefal fluorescente generada durante las
tres etapas de PCR.

e Entre mayor sea la cantidad de ADN de la muestra, menos seran los ciclos

necesarios para obtener una sefial fluorescente detectable.
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Los primeros ensayos efectuados en la gPCR fueron reportados por Higuchi

1993, utilizando bromuro de etidio, como agente intercalante, utilizando un
termociclador modificado que permitiera irradiar las muestras con luz ultravioleta y
detectar la fluorescencia. Sin embargo, tenia algunas desventajas, como la baja

sensibilidad del bromuro de etidio y la falta de especificidad.

Las caracteristicas que los agentes detectores o reporteros deben cumplir son:
e La fluorescencia generada debe ser directamente proporcional al niamero
de copias obtenidas en cada ciclo de la gPCR.
e La molécula fluorescente no debe inhibir o disminuir la eficiencia de la

amplificacion durante la reaccién de la gPCR.

Actualmente los agentes reporteros mas comunes y utilizados para qPCR son:
e SYBER Green que al igual que el bromuro de etidio es un intercalante de
bases de ADN.
e Sondas Tagman® son fragmento de ADN especificos unidos a un
fluoréforo y un apagador (quencher) (Applied Biosystems, 2011).

2.4.2.2 Fundamento de las sondas Tagman®

Una sonda Tagman® es un oligonucleétido cuya secuencia especifica a la region
central del amplicén tiene una secuencia de 13 a 16 nucleétidos que presenta en
el extremo 5 una marca fluorescente (reportero) y en el extremo 3’ un apagador
(quencher), cuando estas dos moléculas se encuentran unidas por la sonda, toda
fluorescencia emitida por el reportero es absorbida por el apagador, por lo que la
fluorescencia global observada es igual a cero, a esto se le conoce como Fdster (o
fluorescent) Resonant Energy Transfer (FRET) (Applied Biosystems, 2011) como

se muestra en la Figura 8.

Energy transfer

light light

O @
D CITTPPRRRRRRR »
distance quenching of light

Figura 8. Efecto FRET (Marras, 2012)
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Las sondas Tagman® tienen una Tm mayor a los iniciadores por lo que, durante la

etapa de alineacidn, la sonda se une a su secuencia blanco especifica antes que
los iniciadores. De esta manera cuando la ADN polimerasa se une al extremo 3’
del iniciador y principia la elongacion, en su paso se encuentra con la sonda y la
degrada dada su actividad exonucleasa 5’-3’. Al ser degradada, libera al reportero
del apagador lo que suprime el fenébmeno FRET vy la fluorescencia emitida puede
ser determinada por el sistema de deteccion del instrumento (Figura 9). La
flouorescencia emitida es proporcional a la cantidad de sonda y ésta a su vez es
proporcional a la cantidad de secuencia blanco generada este sistema permite
visualizar el incremento de la secuencia blanco a lo largo de la reaccién de PCR
(Applied Biosystems, 2011).

PCR quantitative par la méthode TaqMan

R Q
smde %

\! Q
5 , —K
R Q
P —— \\— 5

5 —

Figura 9. Florescencia de las sondas TagMan®, (Mornet, 2012).

2.5 Validacion

El CNRDOGM implementa un sistema de gestién de calidad con base a la NMX-
EC-17025-IMNC-2006 y trabaja en la validacion de los métodos, es decir, “es la
confirmacién a través del examen y aporte de evidencias objetivas para uso

especifico previsto.”
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De acuerdo al punto 5.4.5.2 de la NMX-EC-17025-IMNC-2006 “el laboratorio debe

validar los métodos no normalizados, los métodos que disefia o desarrolla, los

métodos normalizados empleados fuera del alcance previsto, asi como las
aplicaciones y modificaciones de los métodos normalizados, para confirmar que
los métodos son aptos para el fin previsto. La validacion debe ser tan amplia como
sea necesaria para satisfacer las necesidades del tipo de aplicacion o del campo

de aplicacion dados.”

La validaciéon del método analitico, garantiza la calidad del sistema utilizado y
resultados confiables, seguridad en el método analitico y en la calidad de los
resultados, también permite un conocimiento profundo del método, asi como las
caracteristicas de su funcionamiento con la finalidad de disminuir el nUmero de
variabilidad, fallas y repeticiones (CRL, 2009, Zel, 2006).

Los métodos de andlisis moleculares e inmunoldgicos en la actualidad son
instrumentos reconocidos para la determinacion de los analitos de ADN vy
proteinas en materias primas y en alimentos, sin embargo para que los resultados
obtenidos por tales métodos en diferentes laboratorios obtengan amplia
aceptacion y confianza por su fiabilidad, es necesario que los métodos de analisis

cumplan determinados criterios de calidad.

Se deben tomar medidas apropiadas para asegurarse de que es capaz de
proporcionar resultados de calidad. Tales medidas incluyen, (CRL, 2009):

e Meétodos validados de andlisis
e Procedimientos internos de control de calidad
e Participar en ensayos de aptitud

e Ser acreditado de una norma internacional.
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2.6 Requerimientos analiticos y criterios de aplicacion determinantes

para la validacién de la metodologia para el analisis de OGM por la
técnica de qPCR.

El procedimiento de validacion incluye dos modulos:

2.6.1 Extraccion de ADN

El ADN servird como sustrato en las reacciones de la PCR, debe estar libre de
sustancias que produzcan inhibicion de estas reacciones debido a que esta
técnica es fundamentalmente para la identificaciébn de secuencias dentro de un
genoma. La obtencion de ADN con alto peso molecular favorece la identificacion
de secuencias especificas dentro de un genoma por que disminuye la probabilidad
de que se presenten falsos negativos por efecto de la degradacion de ADN. Por lo
tanto es importante que el método de extraccion elegido garantice obtener un
producto de alta pureza y calidad, para llevar a cabo los analisis moleculares
posteriores (CRL, 2009).

2.6.1.1 Concentracién de ADN
Es la Cantidad de analito (ADN) por unidad de volumen.

Criterio _de aplicacion: EI método de extraccién de ADN sera el apropiado para

obtener una cantidad de ADN requerido para los subsecuentes andlisis. La
concentracion de ADN sera medida como peso de analito por volumen de

disolucién y tendra que ser mayor a la indicada en el protocolo de deteccion.

Ejemplo: Si el protocolo indica 40 ng/pL como la concentracion que debera de ser
adicionada a la mezcla de reaccién, entonces la concentracidon de la extraccion de
ADN tendra que ser 240 ng/uL (CRL, 2009).

2.6.1.2 Pureza de ADN extraido
Es la ausencia de compuestos (dentro de la disolucibn de ADN extraido) que
puede afectar la eficiencia de las reacciones de PCR y que conducen a un retraso

en la aparicion de la fase exponencial en el perfil de amplificacion.
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Criterio_de _aplicacién: En la prueba de inhibicién, la diferencia (ACt) promedio

entre el valor de Ct y el valor obtenido a partir del Ct extrapolado de la primera
dilucién de la muestra tendra que ser <0.5. [(Ct medido-Ct extrapolado)] <0.5 y la

pendiente de la prueba de inhibicion tendra valor entre -3.1 y -3.6.

Un gen de referencia blanco debe ser realizado para determinar cuando la
extraccion de ADN es de suficiente calidad (largo e integridad estructural), pureza
y cantidad para permitir la deteccion y cuantificacion de un OGM. Esto podria ser
de particular relevancia cuando el ADN se extrae de compuestos 0 matrices
danadas (CRL, 2009).

2.6.1.3 Especificidad de la reaccion.
Se evalla la especificidad de las sondas e iniciadores utilizados. Es la propiedad
del método para responder exclusivamente a las caracteristicas o al analito de

interés.

Criterio_de aplicacién: El método no debe producir sefial de amplificacion con
secuencias de ADN diferentes a las complementarias de los iniciadores y sondas
disefiados. Esto debe ser demostrado por medio de la busca de la similaridad en
las bases de datos y con resultados empiricos de no amplificacion de pruebas con
el uso de diversos eventos transgénicos y material no genéticamente modificado
de la misma especie. Para la deteccion de eventos genéticamente modificados, la
secuencia blanco sera un evento especifico (CRL, 2009).

2.6.2 Deteccion y cuantificacion de OGM por PCR
Se evalua el intervalo dinamico, la eficiencia de amplificacion, el coeficiente de
correlacion, el limite de deteccion, el limite de cuantificacion, la incertidumbre y
robustez.

2.6.2.1 Limite de Deteccion (LD)
Es la minima cantidad o concentracién del analito en una muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, demostrada en un estudio

colaborativo u otra validacion apropiada.
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Criterio de aplicacion: El LD tendra que ser al menos la vigésima parte del valor de

la concentracién del GM. Experimentalmente, los métodos cuantitativos pueden
detectar la presencia del analito al menos el 95% de las veces, (CRL, 2009,
Scholtens, 2010).

2.6.2.2 Limite de cuantificacién (LC)
Es la minima cantidad o concentracion del analito en que una muestra puede ser
cuantificada con un nivel aceptable de precision y exactitud, demostrada en un

estudio colaborativo u otra validacion apropiada.

Criterio de aplicacion: El LC tendra que ser al menos una décima parte del valor

de la concentracion de la muestra con un RSDr < 25%. Ejemplo: para un valor de
2% el LC sera de 0.2% (CRL, 2009, Scholtens, 2010).

2.6.2.3 Intervalo dinamico
Es el intervalo de concentraciones sobre el cual el método desarrollado mantiene
un nivel lineal aceptable de veracidad vy precision (repetibilidad vy
Reproducibilidad).

Criterio de aplicacién: El intervalo dinamico del método debe incluir la décima

parte y al menos 5 veces la concentracion de la secuencia de ADN blanco. La
concentracion de la secuencia blanco estara en funcion del umbral establecido. EL
intervalo de la curva patron para PCR debera permitir una prueba de ensayo de
muestras a ciegas en todo el intervalo dinamico, incluyendo los extremos inferior y
superior (CRL, 2009).

2.6.2.4 Eficiencia de amplificacién
El valor tedrico de la pendiente en una curva de calibracién es de -3.32 lo cual da
valor de 100% de eficiencia de amplificacion. La eficiencia de amplificacion en

cada reaccion puede ser calculada con la siguiente ecuacion:

Eficiencia = [(10(_1/"1))] x 100

Donde: m es la pendiente
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Criterio_de aplicacién: Se acepta una curva de calibracion cuando obtenga una
eficiencia de aplicacion de 90-110% (CRL, 2009).

2.6.2.5 Coeficiente de correlacion R?
Es el coeficiente de correlacion de la curva de calibracion obtenido mediante un

andlisis de regresion lineal.

Criterio_de aplicacién: El promedio del valor de coeficiente R? sera 20.98 (CRL,
2009).

2.6.2.6 Precision (desviacion estandar relativa de la Reproducibilidad
[RSDR] y desviacion relativa de la repetibilidad [RSDr])
Se refiere al grado de concordancia existente entre los propios resultados
obtenidos. La precision del método de medicion se expresa en términos de la
desviacion estandar relativa obtenida bajo condiciones de repetibilidad y/o

reproducibilidad que se describe a continuacion:

Repetibilidad: Proximidad de la concordancia entre los resultados de las
mediciones sucesivas del mismo mensurando con las mediciones realizadas con

la aplicacion de la totalidad de las siguientes condiciones:

e Mismo analito

e Mismo lugar

e Mismo observador

e Mismo procedimiento de medicién
e Misma matriz vegetal

e Mismos instrumentos de medicion

e La repeticion dentro de un periodo corto de tiempo

Reproducibilidad: Proximidad de la concordancia entre los resultados de las
mediciones del mismo mensurando, con las mediciones realizadas haciendo variar

las condiciones de medicion. Las condiciones de reproducibilidad son:

27

——
| —



UNAM -Facultad de Quimica
- -

¢ Mismo analito

e Mismo procedimiento de medicion
e Mismo lugar

e Dos analistas

¢ Diferente equipo de medicion

e Diferente matriz vegetal

e Mismo material de referencia

e Tiempo de analisis (diferentes dias)

e Mismo método de medicion (PCR)

Criterio de aplicacién: La desviacion estandar obtenida de repetibilidad tendra que

ser <25% en todo el intervalo dindmico del método. Un estimado de la desviacion
estandar obtenido bajo condiciones de repetibilidad tiene que ser obtenido a partir
de un namero suficiente de pruebas, al menos 8 (CRL, 2009, Scholtens, 2010).

2.6.2.7 Incertidumbre (V)
Parametro asociado al resultado de una medicion que se caracteriza la dispersion
de los valores que podrian ser razonablemente atributos al analito (CRL, 2009,
Scholtens, 2010).

Criterio_de aplicacién: no existe ningun criterio de aplicacion debido a que la

estimacion del parametro dependera del método aplicado y de los componentes
asociados a la contribucion de la estimacion de la incertidumbre, por lo cual los

estimados seran internos del método.

2.6.2.8 Robustez
Es medido como la capacidad de permanecer inafectado por pequefias pero
deliberadas deviaciones a partir de las condiciones experimentales descritas en el
procedimiento. La adecuacion de la prueba de robustez necesita ser demostrada
sobre el método base. En consecuencia, para un método de PCR los siguientes
factores y su origen/fuente pueden ser tomados en cuenta, diferente modelo de

termociclador, la ADN polimerasa, la n-uracilglicosidasa, la concentracion de
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cloruro de magnesio, la concentracion de alguno de los iniciadores, la

concentracion de las sondas, el programa de amplificacion y la concentracion de
los nucleotidos (CAC/GL74-2010).

Criterio de aplicacién: La respuesta de un ensayo con respecto a pequefios
cambios no se desviara mas de un +30% (CRL, 2009, Scholtens, 2010).

2.7 Factores que influyen en el resultado de la validacion

Los siguientes factores son algunos puntos que afectan el resultado de la
metodologia y/o causan variabilidad en el resultado de los ensayos sean

cualitativos y cuantitativos:

e Matriz de analisis

e Tamafo de particula

e Extraccion de ADN

e Homogeneidad de la muestra

e Cuantificacion de ADN

e Calidad y pureza de ADN

e Agentes de dilucién

e Inhibidores de PCR

e Equipo para PCR

e Condiciones de PCR

e Instrumentos para la PCR

e Calibraciones

e Tipos de calibrantes

e Resultados de medicion de PCR

e Analisis de datos

e Concentracion de OGM

e Manipulacién de la muestra (tiempo, temperatura, conservacion), (CRL,
2009).
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2.8 Materiales de referencia

Los materiales de referencia certificados (MRC) son materiales con una 0 mas
propiedades que han sido suficientemente cuantificadas para que puedan

utilizarse en la calibraciéon de métodos de analisis.

Al utilizar el MRC como punto de referencia de la trazabilidad de los resultados
analiticos, la cadena de pruebas que se realicen tendra trazabilidad al sistema

internacional.

Los materiales de referencia en el andlisis de OGM sirven como controles
positivos y negativos, y como calibradores para analisis cuantitativos y son
producidos por instituciones con competencias como el IRMN y el Centro
Nacional de Metrologia (CENAM).

La trazabilidad depende también del supuesto de que las caracteristicas de
rendimiento del método de andlisis son las mismas en el caso del MRC que en el
de las matrices del material de ensayo. Teniendo en cuenta que la variedad de
MRC actualmente disponibles es limitada, rara vez es posible procurarse un MRC
equiparado con una matriz. En estas condiciones, lo Unico que cabe hacer es
buscar pruebas de las diferencias en el rendimiento analitico que dependen de la
matriz (por ejemplo, interferencias, diferencias en la recuperacion), y, si no se

encuentran, aceptar el supuesto (FAO, 2012).
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3. Objetivos:

3.1 Objetivo general:

Desarrollar la validacion de la metodologia asociada al el analisis de algodon
genéticamente modificado (Gossypuum hirsutum) mediante la Reaccion en

Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QPCR).
3.2 Objetivos particulares:

» Extraer el ADN de las mezclas de algodén GM con las concentraciones
0.025,0.1, 1, 10 y 100% Yy evaluar su calidad y pureza.

» Evaluar los parametros analiticos del método de analisis de OGM por qPCR
como:

Especificidad de la reaccién

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Intervalo dindmico

Eficiencia de amplificacion

Coeficiente de Correlacion (R?)

Precision

Incertidumbre

v Vv VvV VvV VvV VvV VvV Vv Vv

Robustez

» Analisis estadistico de los resultados y evaluacién del método.
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4. Estrategia experimental

Acondicionamiento de material

Generacion de mezclas GM

I Homogeneizacidn

Extraccién/ Cuantificacién/
Estandarizacién de ADN

Evaluacién de calidad y Pureza
ADN

Ensayos Cualitativos Ensayos Cuantitativos

I Especificidad de la Reaccién .

Limite de Deteccién aqPCR

Eficiencia de Amplificacidn,
RZ
Precisién

Incertidumbre
Robustez
En gPCR

Andlisis Estadistico

Evaluacién del método
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5. Metodologia
5.1 Acondicionamiento del materia
Se trabajo con algoddn genéticamente modificado (GM) del evento especifico
(E.E) MON-88913-8, y materia de algodon convencional (no GM), para asegurar la
trazabilidad de las muestras se le asigné un cédigo con el cual se identificaron las

muestras durante todo el estudio.

5.2 Generacion de mezclas de algodén
Se congelaron las muestras para su conservacion y para facilitar su molienda. Se
trituraron las muestras en un vaso de licuadora de acero inoxidable, se

depositaron en un contenedor, previamente etiquetado.

Posteriormente se mezclaron las cantidades dichas de harina GM y harina no GM.
Se colocaron en contenedores previamente etiquetados.

Dichas mezclas se enviaron para su homogeneizacién al Centro Nacional de
Metrologia (CENAM). En el CENAM colocaron las mezclas de 0.025, 0.1, 1.0, 10,
100% GM de algoddén en 20 frascos color ambar de aproximadamente 2 g para
cada porcentaje, a partir de este punto las mezclas de algodén se mantuvieron en

congelacion.

5.3 Extraccion de ADN

La Extraccién de ADN se realiz6 inmediatamente después del acondicionamiento
empleando el método FAST ID Genomic DNA extraction, utilizando el Kit de
Genetic-ID basado en ruptura celular por medio de detergentes ibnicos, la
purificacion se da por union especifica del ADN en una membrana de silica.

Se etiquetd tubos de 2 mL para cada porcentaje de GM, se tomaron al azar 4
frascos de cada porcentaje y se peso por duplicado 200mg aproximadamente. La
muestra se mezclé con 2 mL de Genomic Lyse Buffer (buffer de lisis) y se

homogenizo, se coloc6é en un microtubo de 2 mL y se agregd 10 pL de proteinasa
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K a una concentracion aproximadamente de 10 ng/uL, se colocd en vortex
aproximadamente 15 s hasta obtener una solucién homogénea. Se incubo6 a 65°C
por 1 h con agitacion cada 15 min, posteriormente las muestras se centrifugaron a
10000 rpm por 5 min en microcentrifuga para microtubos. Se recolectd 1 mL de
sobrenadante en un nuevo microtubo de cada muestra por duplicado y se agrego
cloroformo en relacion 1:1, se homogeneizé y se centrifugo a 10000 rpm por 5
min, se recolecto la fase acuosa (parte superior) aprox. entre 900 y 1000 pL en
microtubos y se agregd Genomic Bind Buffer (buffer de unién) y se coloco en el
vortex 15 s. Se centrifugo a 10000 rpm por 3 min. El sobrenadante se pasé a
través de una columna de unién de ADN en un Manifol con bomba de vacio
(Qiagen) especial para columnas de union a ADN, en el mismo equipo las
columnas se lavaron con 800 puL de Genomic Wash Buffer (buffer de lavado) y
posteriormente se realizaron tres lavados con 800 uL de etanol al 75%, se realizo
una ultima centrifugacion a 10000 rpm por 3 min. Se transfirié la columna a
microtubos de 1.6 mL y se agregaron 50 pL de buffer 1x TE, se incub6 por 5 min a
65 °C, pasados los 5 min se centrifugé a 10000 rpm por 3 min y se repitié una vez
mas el procedimiento comenzando con 50 pL de buffer 1x TE. Para obtener un
volumen final de 100 pL de buffer 1x TE con ADN en suspension.

La pureza y concentracion se analizaron midiendo la absorbancia a 260 nm y 280
nm, por medio de espectrofotometro (NanoDrop 2000).Posterior a la cuantificacién
las soluciones de ADN se estandarizaron a 50 ng/uL utilizando como disolvente

agua estéril y se almacenaron en un ultracongelador a -20 °C.

5.4 Determinacion de pureza da ADN por qPCR
Una vez gque se estandarizé la muestra a 50 ng/uL para la secuencia GM de la
especie de interés:
Se elaboré una curva estandar, para cada tubo de ADN en concentraciones de
100, 50, 25y 12.5 ng de ADN que contenga la secuencia enddégena. La curva se
realizd con el material de 100% GM.
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Se elaboraron las mezclas de reaccion (Tabla 2) a utilizar con base en el nUmero

de reacciones y del termociclador:

Tabla 2. Concentracion de los componentes para las reacciones de gPCR

Volumen de reactivos por reaccién para cada equipo
Conc. | Conc. Vol. Reactivos
inicial | final ViiA7 | L.C.480 | L.C.2.0
H,O 6.1uL | 6.1 L 2 uL
Master Mix 2X 1x 10 uL 10 uL 5uL
Primer F 10uyM | 300nM | 0.6 L | 0.6 pL 0.3 pL
Primer R 10uyM | 300nM | 0.6 L | 0.6 pL 0.3 pL
Sonda 5uM | 180nM | 0.7 puL | 0.7 yL 0.4 pL
ADN 100ng | 2.0puL | 2.0pL 2.0 L
Vol. Final de reaccion 20 uL 20 uL 10 yL

Para las reacciones de PCR de los ensayos cualitativos y cuantitativos, se utilizd
la quimica TagMan para qPCR y la Taq Polimerasa para PCR punto final, de igual
manera para la amplificacion de la PCR en los ensayos se utilizaron dos
secuencias especificas; la secuencia del gen de referencia endégeno acp-1 (acyl
carrier protein) utilizado como normalizador y la secuencia del E.E MON-88913-8,
la secuencia de iniciadores y sondas se muestra en la Tabla 3 (EURL-
GMFF,2010, GMDD):

Tabla 3. Secuencias de iniciadores y sondas.

Nombre Secuencia del oligonucleétido ADN
Secuencia objetivé gen de referencia acp-1 (acyl carrier protein) Amplicon 76bp
Iniciador forward 5-ATTGTGATGGGACTTGAGGAAGA-3
Iniciador reverse 5-CTTGAACAGTTGTGATGGATTGTG-3’
Sonda 5-FAM-ATTGTCCTCTTCCACCGTGATTCCGAA-TAMRA-3’
Secuencia objetivo OGM (MON-88913-8) Amplicon 94bp
Iniciador forward 5-CAAATTACCCATTAAGTAGCCAAATTAC-3
Iniciador reverse 5-GGCTTTGGCTACCTTAAGAGAGTC-3
Sonda 5-FAM-AACTATCAGTGTTTGACTACAT-MGBNFQ-3’

Las mezclas de reaccion se realizaron en microtubos nuevos de 2 mL, se
distribuyeron al nUmero de reacciones a preparar, posteriormente se adicioné el

ADN. Una vez integrados los componentes, se distribuy6 en la placa de 96 pozos
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correspondiente al equipo, se realizé el sellado de la placa con cinta adhesiva
Optica y se centrifugé a 3,400 rpm durante 2 min, posteriormente se introdujo al
equipo termociclador en tiempo real, se programo con el software correspondiente
al equipo utilizado, las condiciones se describen a continuacion:
= Equipo ViiA7: 1 ciclo a 95 °C por 2 min, seguido de 1 ciclo a 95 °C durante 10 min
y finalmente 40 ciclos de amplificacién de 95 °C por 15 s; 60 °C por 1 min.
= Equipo LC 480: 1 ciclo a 95 °C por 10 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante
10 s, 60 °C durante 30 s, 72 °C de 1 s. Seguido de 1 ciclo a 50 °C por 30 s.
Al término de la corrida se procedio a realizar el andlisis de resultados a través de
los software LC-480 y ViiA-7

5.5 Prueba de especificidad de la reaccion
Se realizaron la prueba de especificidad de la reaccion con las sondas e
iniciadores de algodon GM, descrito en la Tabla 3 y se sometié a amplificacién con
ADN de aldogodon GM de los eventos, DAS24236, ACS-GH002, y con ADN de
diferente matriz maiz., trigo a fin de evaluar su NO amplificacion en estos
materiales.
Las mezclas de reaccion se realizaron en microtubos de 0.6 mL, posteriormente
se distribuyeron al nUmero de reacciones que se prepararon, después se adiciond
el ADN. Una vez integrados los componentes, distribuirlos en la placa de 96 pozos
correspondiente al equipo, se sello la placa con cinta adhesiva éptica y se
centrifugd a 3,400 rpm durante 2 min, finalmente se introdujo al equipo
termociclador en tiempo real. Se programé el termociclador en tiempo real por
medio del software correspondiente:
e Termociclador LC 480: 1 ciclo a 95 °C por 10 min, seguido de 40
ciclos de 95 °C durante 10 s, 60 °C durante 30 segundos, 72 °C
durante 1 s. Seguido de 1 ciclo a 40 °C por 30 s.

Se procedio al analisis de resultados emitidos por el software de equipo LC-480.
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5.6 Limite de Deteccion (LD)

Se elaboraron las mezclas de reaccion (Master Mix) a utilizar con base en el

namero de reacciones a preparar (Tabla 3) para gPCR y para la PCR punto final

se tomaron en cuenta los siguientes componentes de la Tabla 4:

Tabla 4. Componentes para las reacciones de PCR-pf

Volumen de reactivos por rx para cada equipo
Equipo ABI 9700
Solucién amortiguadora 5 L
Primer F 2 yL
Primer R 2 yL
Enzima 0.25 yL
ADN 2 L
dNTP’s 1L
H20 37.75 L
Vol. Final de reaccion 50V

Para cada ensayo de deteccién, se contemplé una reaccién de PCR por duplicado
para el control positivo (ADN de material GM de la secuencia blanco a detectar y/o
identificar), dos controles negativos (ADN de una secuencia no blanco) y dos
controles de reactivos (NTC, Not Template Control, sin la adicion de ADN),
generando un total de 10 repeticiones para cada una de las mezclas.
Para los termocicladores LC480 y ViiA7 se rotularon microtubos de 2 mL para la
preparacion de mezclas de master mix, cuyo volumen de mezcla debe
corresponder al nimero de reacciones que se tenian en cuenta, dicha mezcla se
distribuy6 (de acuerdo al volumen de reaccién establecido en el termociclador) en
cada uno de los pozos de la placa de 96 y/o 386 cavidades (correspondiente al
equipo) de acuerdo a la distribucién de reacciones establecida.

Posteriormente se adicion6 el ADN o agua en cada pozo, segun corresponda, se
realizé el sellado de la placa con la cinta adhesiva Optica y se centrifugd a 3400

rpm durante 3 min.

En cuanto al Termociclador ABI9700 (punto final) se distribuyé la mezcla de
reaccion directamente en los microtubos de 0.2mL nuevos. Posteriormente se

adicion6 el ADN, se cerraron los tubos, se agitdé para homogeneizar la mezcla
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reaccion y se centrifugé (spin) con la ayuda de una microfuga, a fin de eliminar

liquido de las paredes del microtubo.

Ya preparadas las mezclas de reaccion y colocadas en su tubo o placa
correspondiente, se introdujo al termociclador verificando que la orientacion de los

tubos, placa y/o capilares fuera la adecuada.

Para qPCR, se programo el termociclador (LC2.0, LC480 y ViiA7) por medio del
software correspondiente a cada equipo, y para PCR punto final esto se realiza
directamente en el equipo, a continuacibn se muestran las condiciones de
termociclador.
= Termociclador ViiA7: 1 ciclo a 95 °C por 2 min, seguido de 1 ciclo a 95 °C durante
10 min y finalmente 40 ciclos de amplificacion de 95 °C por 15 s; 60 °C por 1 min.

= Termociclador LC 480: 1 ciclo a 95 °C por 10 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C
durante 10 s, 60 °C durante 30 s, 72 °C de 1 s. Seguido de 1 ciclo a 50 °C por 30

S.

= Termociclador LC 2.0: 1 ciclo a 95 °C por 10 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C
durante 10 s, 60 °C durante 20 s, 72 °C de 1 s. Seguido de 1 ciclo a 45 °C por 10

S.

= Termociclador ABI 9700: (punto fina): 1 ciclo a 95 °C por 5 min, seguido de 45
ciclos 94 °C durante 30 s, 60 °C durante 30 s, 72 °C 30 s. Seguido de 72 °C

durante 10 min.

Al término de la corrida de PCR punto final se realizé lo siguiente en el area de
electroforesis se prepard un gel de agarosa al 2 % con solucion amortiguadora TE
1X y se adicion6 1.5 pL de bromuro de etidio (concentracion de 10 mg/mL) por
cada 100 mL de gel preparado, una vez que el gel se solidifico se coloco en la
camara de electroforesis cubierto por completo con solucion amortiguadora TE
1X, se incorpor6 el marcador de peso molecular y posteriormente las muestras se
mezclaron con solucion de carga. Se corrié la electroforesis a 100 v por 90 min.

Se rebel6 el gel en el fotodocumentador (Care stream).

38

——
| —



UNAM -Facultad de Quimica
- -

5.7 Limite de Cuantificacion (LC)

Una vez que se estandarizé la muestra a 50 ng/uL, para cuantificar la secuencia
GM de la especie de interés: se planed una curva estandar, contemplando
reacciones de gPCR por triplicado para cada punto de la curva (concentraciones
de 100, 10, 1 y 0.1 ng de ADN que contenga la secuencia a analizar). La curva se
realiz6 con el material del algodén 100% GM. Las mezclas de reaccion se
realizaron en microtubos, se distribuyeron las mezclas correspondiente al nUmero
de reacciones a preparar, posteriormente se adicion6 el ADN. Una vez integrados
los componentes se distribuyeron en la placa de 96 y/o 384 pozos
correspondiente al equipo, se sell6 la placa con cinta adhesiva Optica y se
centrifugé a 3,400 rpm durante 2 min., posteriormente se introdujo al equipo
termociclador en tiempo real. Se programd el termociclador en tiempo real por
medio del software correspondiente de acuerdo a los siguientes pasos:

= Termociclador ViiA7: 1 ciclo a 95 °C por 2 min, seguido de 1 ciclo a 95 °C durante

10 min y finalmente 50 ciclos de amplificacion de 95 °C por 15 s; 60 °C por 1 min.

= Termociclador LC 480: 1 ciclo a 95°C por 10 min, seguido de 50 ciclos de 95°C
durante 10 s, 60 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 1 s. Seguido de 1 ciclo a
40 °C por 30 s.

Al término de la corrida se procedio a su andlisis estadistico.
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6. Resultados y Discusion

6.1 Molienda y Generacion de muestras GM
Se trabajé con muestras de algodon GM con el E.E MON88913-8 y algoddn

convencional (No GM).

Se peso la cantidad de algodén GM y algodon no GM para realizar las mezclas
correspondientes al 100, 10, 1.0, 0.1, 0.025% de GM (Tabla 5) se colocaron en 20
frascos color ambar para evitar degradacion de material en aproximadamente 2 g
de muestra para cada porcentaje, posteriormente se enviaron al CENAM para su

homogeneizacion a través de un mezclador de polvos

Tabla 5. Composicién de cada muestra genéticamente modificada.

Porcentaje de harina GM (Hgm%ggl\g%) Harina NO GM (g)
100% 100 0
10% 2 18
1.0% 0.2 19.8
0.1% 0.05 49.95
0.025% 0.05 199.95

6.2 Extraccién, cuantificacién y estandarizacién de ADN

Una vez homogeneizadas las mezclas, se realizd la extraccion de ADN por el
sistema de extraccién Genetic ID, se realizaron 5 extracciones para cada mezcla
(0.025, 0.1, 1, 10%) GM, 5 extracciones para control negativo (algodén
convencional) y 5 extracciones para el control positivo, el cual se consideré6 como
material 100% GM.

Obtenido el ADN extraido se cuantifico con un espectrofotdmetro (NanoDorp®) el
cual mide cantidad de analito por unidad de volumen de disolucion (ng/pL). Los
resultados de la cuantificacion de ADN se muestran en la Tabla 6. Al final se

estandariz6 el ADN extraido a 50 ng/pL.
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Tabla 6. Concentracidn de las mezclas de OGM de ADN extraido.

Muestra Concentracion inicial.
(ng/pL)
322.50

MON-88913-8 364.60
100% 331.90

271.70
294.80

640.78
674.44
10% 538.14
574.68

514.11

588.62
560.87
1% 393.97
604.83
632.4

464.19
500.33
0.1% 402.99
547.08

414.27

472.30
462.00
0.025% 392.00
408.10
439.20

206.40
Algoddn convencional 201.90

178.90
(No GM) 209.10

205.60

Como se puede observar, se obtuvo ADN a una concentracion mayor a 50 ng/pL,
por lo cual, los resultados para la extraccion de ADN son adecuados para el
método de analisis de OGM por la técnica de gPCR debido a que la concentraciéon
para operar las reacciones de amplificacion es de al menos 50 ng/uL en los

protocolos correspondientes.
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6.3Pureza de ADN (Prueba de inhibidores)

Se evalud la ausencia de inhibidores al realizar una dilucion serial del ADN 1:2
utilizando iniciadores especificos para la amplificacion de la secuencia del E.E.
MONB88923-8 y del gen enddgeno con el material No GM, con un total de 10

curvas para cada ADN.

Al realizar una dilucion 1:2 se esperaria amplificacion de la secuencia blanco en
cada ciclo, ya que de acuerdo a la siguiente formula:
F.D =2" Ec. (1)
Donde:
F.D: Factor de dilucion
n: namero de ciclo de amplificacion,

Por lo tanto, despejando n se obtiene:

In FD. In 2
= 0 _E_l Ec. (2)

Con este factor de dilucion, el numero de ciclos de amplificacion seria uno, por lo
tanto, se espera que la amplificacion entre cada punto de la curva estdndar sea
aproximadamente de 1.

Para calcular el ACt, se aplica la siguiente formula:

ACt = (Ctextra polado — Ctmedido ) Ec. (3)

Donde Ct medido y valores de intercepto son proporcionados por el software de
termociclador utilizado, y Ct extrapolado resulta de la ecuacion de regresion
lineal:

Ctextrapolado =mx+b Ec. (4)

Donde:

X = log[Cpuntocurva ] Ec. (5)
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La concentracién que se ocupa es la de la primera dilucion de la curva, es decir, el

segundo punto de la curva, para determinar la ausencia de inhibidores (CRL,
2009). Por lo cual el ACt es una medida indirecta de la presencia de inhibidores ya

que la presencia de estas provoca un ACt mayor a 0.5.

En la Tabla 7, se muestran los resultados obtenidos a partir del software de ViiA7
donde se observan los parametros para establecer si la curva esta dentro de lo
sefialado por los criterios como la pendiente, eficiencia de amplificacién y R?, en la
Tabla 8 se presentan los resultados obtenidos por el software de LC-480 para la
evaluacion de la prueba de inhibidores del ADN extraido, tomando en cuenta que
dichas curvas estandar cumplan con lo establecido en los requerimientos
analiticos. En el Anexo |, se muestran los valores de amplificacién obtenidos a

partir del software del equipo ViiA -7 y LC-480.

Tabla 7. Evaluacién de eficiencia de amplificacién para la secuencia MON 88913-8

Replica Valor de Ct en diluciones seriales Pendiente R? Eficiencia de
01:01 01:02 01:04 01:16 Amplificacién (%)
I 25.65 26.67 27.75 28.72 -3.42 1.00 95.95
Il 25.54 26.52 27.67 28.72 -3.54 0.99 91.56
i 25.59 26.49 27.69 28.55 -3.35 0.99 98.99
v 25.62 26.52 27.67 28.58 -3.33 0.99 99.70
\% 25.62 26.53 27.70 28.62 -3.38 0.99 97.75
VI 25.69 26.56 27.68 28.68 -3.35 0.99 98.74
Wil 25.69 26.58 27.70 28.69 -3.36 0.99 98.63
Vi 25.76 26.56 27.67 28.63 -3.23 0.99 104.08
IX 25.78 26.48 27.62 28.67 -3.25 0.99 103.13
X 25.75 26.50 27.61 28.70 -3.31 0.99 100.45
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Tabla 8. Evaluacion de eficiencia de amplificacion Algodon No GM (secuencia enddgena)

Replica Valor de Ct en diluciones seriales Pendiente R? Eficiencia de
01:.01 01:02 01:04 01:16 Amplificacion (%)
I 25.29 26.51 27.31 28.58 -3.54 0.99 91.60
1 24.68 25.64 26.89 27.79 -3.51 0.99 92.60
i 24.44 25.62 26.46 27.65 -3.47 0.99 94.20
v 24.48 25.38 26.43 27.47 -3.33 0.99 99.50
\% 26.36 27.71 28.54 29.61 -3.51 0.99 92.50
VI 25.63 26.62 27.61 28.66 -3.35 0.99 98.90
Vi 22.09 22.99 2417 25.18 -3.47 0.99 94.10
VI 23.12 24.02 24.98 26.13 -3.32 0.99 100.20
IX 23.13 24.10 25.18 26.14 -3.37 1.00 98.20
X 24.02 24.93 25.96 27.03 -3.34 1.00 99.20

Con base a los resultados obtenidos representados en la Tabla 6 y 7 se cumple
con lo sefialado por los criterios de aplicacion los cuales establecen que la
pendiente debe estar entre -3.1 a -3.6 y esta relacionada directamente al
porcentaje de eficiencia obtenido, el cual esta debe estar entre 90-110 % por lo
que ambos requerimientos son cumplidos ya que estan dentro de los establecido.
En cuanto al coeficiente de correlacion, el cual establece que debe ser 20.98 se
observa que todos se encuentran por arriba de lo previsto, por lo que la curva es
aceptada ya que cumple con los criterios de linealidad. Por lo tanto, en relacién al
ciclo de amplificacién entre cada punto de la curva es de aproximadamente 1 ciclo,
por lo que se demuestra el factor de dilucion.

A continuacion se muestran un ejemplo de la curva estandar para cada material de
algodon GM y no GM Figuras 10 y 11 respectivamente. En donde se observa la
linealidad de las curvas, y se corrobora la integridad del ADN.
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Figura 10. Curva estandar del E.E. MON-88913-8.
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Figura. 11 Curva de estandar del algodén no GM.

Con los resultados arrojados por el software se procedid a realizar el andlisis de
prueba de inhibidores tomando en cuenta principalmente la pendiente, la
concentracion de la primera dilucion, el intercepto, y con base en la ecuacion 3, se
realizo el célculo del ACt.

En la Tabla 9 se muestran los resultados del ACt para el algodén GM y no GM.

45

——
| —



UNAM -Facultad de Quimica
- a
Tabla 9. Valores de ACt obtenidos para la evaluacion de ausencia de inhibidores,

para algodén GMy no GM

Y (Ct teérico) Ct extrapolado Ct medido ACt

32.57 26.76 26.67 0.09

32.70 26.69 26.52 0.17

32.36 26.67 26.49 0.19

Algodén GM 32.33 26.67 26.52 0.15

(100%) 32.42 26.68 26.53 0.15
Secuencia

E.E. MON- 32.45 26.75 26.56 0.19

88913-8 32.46 26.76 26.58 0.17

32.27 26.79 26.56 0.23

32.21 26.69 26.48 0.20

32.33 26.70 26.50 0.20

32.41 26.76 26.51 0.25

31.69 25.72 25.64 0.08

31.42 25.53 25.62 -0.09

i 31.10 25.44 25.38 0.06

Algoddén NO

GM 33.50 27.53 27.71 -0.18

Secgencia 32.32 26.63 26.62 0.01
enddgena

29.98 23.08 22.99 0.09

29.70 24.06 24.02 0.04

29.95 24.23 24.10 0.13

30.66 24,98 2493 0.05

En la ecuacién (3) se estableci6 que el ACt debe ser <0.5 para considerar la
ausencia de inhibidores, en la Tabla 8 se observa que todos los resultados son
menores a este valor por lo que se encuentra libre de inhibidores para poder
realizar la qPCR sin que estén presentes inhibidores, y obtener resultados
confiables para su analisis estadistico posterior. De esta forma se concluye que el
meétodo de extraccion fue el indicado ya que el ADN se encuentra sin presencia de
inhibidores y la integridad del ADN.
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6.4 Especificidad de lareaccion

La especificidad del método se evalué mediante la amplificacion de sondas e
iniciadores correspondiente al E.E. MON-88913-8 mediante la preparacion de

reacciones de gPCR.

Se sometio al juego de sondas e iniciadores del E.E MON-88913-8 a una serie de
amplificaciones con ADN de algodon que contienen otros eventos los cuales son
ACS-GHO002-5 y DAS-24236-5 y otro tipo de matriz en este caso se utiliz6 maiz
convencional y trigo convencional de igual manera para el mismo algodén que
contiene dicho evento MON-88913-8, esto se llevo a cabo en 8 reacciones de
gPCR para cada ADN utilizado, cabe mencionar que se colocaron controles tanto
positivos como negativos para las sondas del E.E. MON-88913-8 y un control de
reactivos NTC. En la Tabla 10 se presentan los resultados cualitativos de la
prueba de especificidad de sondas e iniciadores (MON-88913-8 en gPCR).

Tabla 10. Prueba de especificidad de lareaccién de la sonda e iniciadores del E.E.

MON-88913-8.
ADN
. MON-
ACS- DAS- MAIZ Trigo Control
SONDA GHO002-5 | 24236-5 convencional convencional 88(?:138 negativo NTC
MON- i i ) ) + .
88013-8

Nota: (+) Amplificacién positiva, (-) Amplificacion negativa. (*) Amplificacion en ciclos tardios

Como se observa en la Tabla 9 la sonda de E.E MON-88913-8 responde al 100%
en el ADN que tiene el E.E.MON88-913 y nula amplificacién para los deméas ADN
sometidos con dicha sonda, corroborando la especificidad de la sonda al E.E.
MON-88913-8, sin embargo, el control negativo presenta amplificacion a ciclos
tardios pero se descarta la contaminacion de la sonda e iniciadores debido a que
el control de reactivos (NTC) no amplific, por lo que el control negativo pudiera
tener trazas de dicho E.E MON-88913-8, como se ha observado en pruebas de
especificidad realizadas en el CNRDOGM.
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En las Figura 12 se muestra graficamente el comportamiento del juego de sonda e

iniciadores sobre ADN que contiene el E.E MON-88913-8.

12445
11.445
10.445
9445
8445
7.445
6.445
5.445
4445
3445
2445
1.445

Fluorescence (465-510)

0445 —_—

5 10 15 20 25 30 B 40

Cualaa

Figura 12. Sondas e iniciadores de MON-88913-8, donde, A) ADN con evento E.E MON88913-8, B) Control
negativo algodén no GM, C) Control de reactivos NTC.

En la Figura 12 se observa la respuesta de la sonda con ADN de E.E MON-88913-
8 en forma en amplificaciones las cuales se muestran de color azul presentado un
Ct promedio de 24.4, también se observa amplificacion tardia en los controles
negativo el cual corresponde a algodon no GM y también se observa la nula
amplificacion de control de reactivos por lo que se descarta la contaminaciéon de
reactivos, lo que hace suponer que el control negativo pudiera tener trazas del E.E
MON-88913-8.

6.5 Limite de Deteccion (LD)

Para determinar el limite de deteccion, el cual se interpreta como la cantidad
minima de analito (ADN) en una muestra que puede ser detectada pero no
cuantificada, proveniente de las mezclas de algodon GM y no GM que presenta
amplificacion de la secuencia diana a analizar, se realizaron reacciones de gPCR
en 3 diferentes termocicladores para comprobar la repetibilidad del ensayo de

deteccion. Para lograr el objetivo especifico, se ensayd un total de 10 reacciones
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para el porcentaje menor (0.025%).

En la Tabla 11 se muestran
prueba de limite de deteccion, la amplificacion de las reacciones de qPCR se

llevaron a cabo en los termocicladores ViiA-7, LC-480 y LC-2.0. Los resultados

los resultados cualitativos obtenidos a partir de la

- T
para cada mezcla de algodén GM, donde se esperaba cubrir 95% de respuesta

numericos de la prueba se muestran en la seccion de Anexos Il y lII.

Tabla 11. Resultados cualitativos de la prueba para evaluacion del LD de las
mezclas GM en los termocicladores LC-480, LC-2.0, ViiA-7

Prueba de Limite de Deteccién (LD)
%OGM Repeticiones progfadio Equipo
| Il mi{ v | vV |VI|Vl| Vl IX X LC480
100 + + + + + |+ | + + + + 24.85
10 + + + + + | + + + + + 27.81
1.0 + | o+ [+ o+ e+ ]+ 4+ v | + | 3205 |FCH0
0.1 + + + + + |+ | + + + + 34.33
0.025 + + + |+ + |+ |+ + + + 35.74
100 + + + + + |+ | + + + + 23.45
10 + + + + + | + + + + + 26.57
1.0 + |+ |+ | + |+ |+ ]| +]| + | +# | + | 3000 |LC-20
0.1 + + + + + |+ | + + + + 32.70
0.025 + + + | + + |+ |+ + + + 35.93
100 + + + + + | + + + + + 25.71
10 + + + + + |+ | + + + + 29.16
1.0 + + + | + + |+ |+ + + + 32.93 | ViiA-7
0.1 + + + + + |+ | + + + + 35.07
0.025 + + + | + + |+ |+ + + + 36.12

Nota: En los equipos LC-480 y LC-2.0 se corrid a 45cilos, ViiA-7 se corrié a 40 ciclos

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 11, es posible obtener
amplificacion positiva en su totalidad de las 10 reacciones de gPCR para todas las
concentraciones de GM cubriendo asi mas del 95% de amplificaciones esperadas.
Se observa que se obtuvo un Ct promedio similar en los tres termocicladores para

cada una de las mezclas.
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Debido a que se encontr6 amplificacion positiva para las 10 reacciones en la

concentracion de OGM mas baja, cumpliendo asi con mas del 95% de respuesta

esperado, se concluye que el limite de deteccién es de 0.025% de OGM.

A continuacion se presentan de forma ilustrativa (Figura 13) la amplificacion de
las curvas correspondiente al porcentaje menor a 0.025% OGM donde se estable

la amplificacion de la mezcla al 0.025% para los tres termocicladores.

Amplification Curves B
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. \ 0.025% // 1 0.025%
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|
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Figura 13. Amplificaciones de la concentracién 0.025% GM en los 3 equipos: A) Equipo LC-2.0 se muestra la
amplificacion de a100% (color azul) y las que estan debajo de esa a concentracion al 0.025%, B)Curvas de

amplificacion en el equipo ViiA7, C) Curvas de amplificacion en el equipo LC-480.

Ademas de la amplificacion de gPCR, se llevo a cabo la comprobacion de la
amplificacion de las mezclas, con el menor porcentaje, por la técnica de PCR
punto final. Esta se llevé a cabo en el termociclador ABI-9700 bajo las condiciones

descritas previamente en la metodologia. Terminada la corrida se traslado al area
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de electroforesis donde se realizé el gel de agarosa se colocaron las muestras y el

marcador de peso molecular de 50 bp ya que el amplicon que se esperaba era de
94 bp aproximadamente, se corrio la electroforesis, terminada la corrida se rebeld

en un fotoducumentador.

En la Figura 14 se presenta las 10 reacciones de PCR punto final en un porcentaje
de 0.025% de OGM, las cuales resultaron positivas en todos los casos, cubriendo
asi mas de 95% de reacciones positivas esperado. En cuanto al control negativo
se observa que también amplificé al igual que las muestras, sin embargo como se
menciono anteriormente, existe la posibilidad de contaminaciéon de origen del
material utilizado como control negativo se observé el mismo comportamiento, por
lo que se podria esperar que en el gel amplificaran ya que el tamafio de amplicén
son muy cercanos entre ellos el algodén GM un amplicén de 94 bp y el algodon
no GM 74 bp, pero se observo que el NTC no amplificé por lo tanto se descarta la

contaminacion de los reactivos.

Debido a que el control negativo presenta amplificacion se puede pensar que el
ADN de algodon no GM contiene trazas del E.E. MON-88913-8, pero también se
comprueba que la detecciobn méas baja de mezcla es de 0.025% OGM ya que
presenta amplificacién en su totalidad de 10 reacciones cubriendo asi con mas del

95% esperado.
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1 2 3 45 67 8 9 10 11 1213 14 15 16 17

Figura 14. Amplificacién del E.E MON-888913-8 en la mezcla 0.025% por PCR-pf, Carril 1 est4 el marcado de
de peso molecular, carriles 2 y 3: control positivo, Carriles 4 a 13: muestras de la mezcla 0.025%0GM,
Carriles 14 y 15: control negativo y Carriles 16 y 17 NTC.

6.6 Intervalo dinamico, Eficiencia de amplificacion, Coeficiente de

correlacion (R?).

Se realiz6 la cuantificacion de las mezclas de algodén construyendo una curva de
calibracién en cantidades de 100, 10, 1 y 0.1ng para la secuencia E.E. MON-
88913-8 y para la secuencia enddgena, los resultados se observan en las Tablas
12 y 13. Para poder realizar el andlisis estadistico se tomd en cuenta los
parametros de eficiencia de amplificacion, el cual esta relacionado directamente
con la pendiente, el coeficiente de correlacion y el intervalo dinamico para poder

establecer si existe linealidad en las curvas de calibracion.

Para cumplir con el Intervalo dinamico, el cual describe las concentraciones sobre
el cual el método desarrollado presente linealidad aceptable, tomando en cuenta la
eficiencia de amplificacién, la pendiente y el coeficiente de correlacién, para estos

pardmetros se tomaron en cuenta los ensayos de cuantificacion.
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El parametro de eficiencia de amplificacion se evalué a partir de ensayo de

cuantificacion en diferentes termocicladores, a partir del calculo con la siguiente

ecuacion:

%Eficiencia = (10"/m — 1) x 100 Ec. (6)

Donde:

m: es la pendiente de la curva

El valor del coeficiente de correlacién (R?) se obtuvo a partir de la regresion lineal
de la curva, donde establece que debe ser mayor a 0.98 por lo que permite
establecer la linealidad de la curva de calibracion para poder aceptarla para

proseguir con los analisis estadisticos posteriores.

En la Tabla 12 se presentan los resultados a obtenidos de los equipos LC-480 y
ViiA-7, donde se muestra el porcentaje de la eficiencia de amplificacion para la
secuencia endégena y la secuencia GM, obtenidos por el calculo de la ecuacién 7
de igual manera se presentan los resultados de R?. Es importante mencionar que
para el equipo LC480 se obtienen mas datos ya que se trabajé con placas de 96
pozos por lo que se separd el ensayo de cuantificacion ya que no cubria la placa
todos los porcentajes de GM por lo cual para cada ensayo se tenian que realizar
curvas de calibracion para cada placa, en cuando para el equipo ViiA-7 se trabajo

con placas de 384 pozosy en esta cabian todas las mezclas.
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Tabla 12. Eficiencia de amplificacion de lareaccion de qPCR y coeficiente de

correlacion (R?) obtenido de ensayos de cuantificacion ejecutados en los
termocicladores LC-480y ViiA7

Equipo Target Pendiente R® Eficiencia amplificacion (%)

MON-88913-8 -3.536 0.99 91.80

Ensayo acp-1 -3.527 0.99 92.10

1 MON-88913-8 -3.556 0.99 91.10

acp-1 -3.447 0.99 95.00

LC-480 MON-88913-8 -3.292 | 0.99 101.20

Ensayo acp-1 -3.163 0.99 10710

2 MON-88913-8 -3.556 0.99 91.10

acp-1 -3.426 0.99 95.80

Ensayo| MON-88913-8 -3.374 0.99 97.07

. 1 acp-1 -3.463 0.99 94.42
ViiA-7

Ensayo| MON-88913-8 -3.378 0.99 97.73

2 acp-1 -3.488 1.00 93.52

El valor de eficiencia de amplificacion esta relacionado directamente con el valor
tedrico de la pendiente de la recta la cual establece que debe estar entre -3.1 a
-3.6 y donde se observa que el valor obtenido por el software demuestra que si
estan dentro de lo sefialado, de acuerdo al criterio de aceptacion de eficiencia de
amplificacion de la reaccién donde, el rango debe de estar entre 90 a 110% de
eficiencia. Respecto a los calculos obtenidos, se observan que los valores estan
dentro de lo establecido por el criterio de aplicacién, por lo que la reaccion se llevd
de manera eficiente. De igual manera, se presenta el valor de coeficiente de
correlacion representando la linealidad del ensayo de qPCR, es decir, la relacion
existente entre una variable dependiente y una variable independiente, el R? de
acuerdo al criterio de aplicacion debe de ser mayor o igual a 0.98 y se observa
que los valores estan dentro del esquema de aplicacion, siendo aceptable la

linealidad en los ensayos cuantitativos realizados (Anexo IlI).

Con base en los resultados anteriores se corrobora que los parametros estan
dentro del rango dinamico ya que para este parametro se toman en cuenta las

concentraciones mayores e inferiores donde establece que debe incluir la decima
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parte y al menos 5 veces la concentracion la secuencia blanco, y comprobando

asi la linealidad de las curvas, cumpliendo con lo sefialado en el criterio.

En la Figura 15 se observa un ejemplo de la representacion grafica de una
amplificacion de una curva de calibracion obtenida de un ensayo para evaluar el
limite de cuantificacion, a través de la medicion de evento especifico MON-88913-
8, utilizando como calibrante algodén GM (100%), los valores obtenidos de la
medicion en conjunto definen el intervalo dindmico, es decir, el rango de
concentraciones. La curva sirvid para la aceptacion del ensayo a partir de los
criterios estadisticos correspondientes para el ensayo, se contemplaron
concentraciones inferiores y superiores al umbral permisible de OGM, que es de
2% de acuerdo a la legislacién (0.1, 1, 10 y 100 ng/uL), también se demostré
mediante la amplificacion de la curva de calibracion la linealidad que mantiene
dentro de ese rango de concentraciones para la secuencia endodgena y para la
secuencia GM, ya que se observa un coeficiente de correlacion mayor a 0.98 y
una pendiente entre -3.2 y -3.4, por consiguiente una eficiencia de amplificacion
entre los valores esperados de 90-110% y dando asi que la curva es aceptable
(Anexo IlI).

Standard Curve

% Target: MON-88913-8 slope:-3.374 Y-INTER: 32.264
R%:0.998 Eff%:97.868  Error: 0.053

Cr

Target: acp-1  slope:-3.463 Y-INTER: 29.914
#Z1 R%0.998 Eff%:94.424  Error: 0.054

00t 00 01 02 1 2 3 45 10 0 2 100 200
Quantity

[l Monss913 [l acp (endogeno de algodon)

Figura 15. Imagen de un ensayo de cuantificacion, como calibrante el ADN E.E MON-88913-8, ejecutado en el

Termociclador ViiA7, los puntos verdes representan el enddgeno y los puntos azules la secuencia GM.
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6.7 Cuantificacion de mezclas GM (LC).

Para realizar la evaluacion de el Limite de cuantificacion se utilizaron las mezclas
de porcentaje de GM conocido (100, 10, 1, 0.1%) consideradas por que estan
dentro del esquema del intervalo dinamico, donde mantiene un nivel de precision y
linealidad para a el analisis de OGM por la técnica de gPCR, se determind bajo
condiciones de repetibilidad y/o Reproducibilidad, es decir, el mismo
procedimiento, mismo analito, mismas condiciones, diferente DNA Polimerasa,

Diferente Termociclador y dos analistas.

El limite de cuantificacion fue evaluado mediante la construccion de una curva de
calibracion con dilucién serial a 1:10 a partir del ADN de algodén 100% tanto para
la secuencia E.E y para la secuencia enddgena, la cual fue analizada previamente
para corroborar que estén dentro de lo establecié de intervalo dindmico (Tabla 12),

evaluando también la eficiencia de amplificacion y R?.

El porcentaje de la secuencia GM de cada mezcla se calculo con la siguiente

ecuacion:

%OGM = ( Cantidad de secuencai GM ) % 100 Ec. (7)

Cantidad del gen de referencia

Se realiz6 un total de 10 reacciones para cada mezcla de GM y 10 para el

endogeno.

Se realizé en 2 termocicladores esto es para saber si el método es repetible y/o

Reproducible, los termocicladores utilizados fueron LC-480 y ViiA7.

El calculo de las concentraciones de algodon GM se realiz6 con base en los

valores de amplificacion emitidos por el software de cada equipo (Anexolll).

Se realizaron dos ensayos para cada termociclador, por lo que a continuacion se

presentan los resultados por separado para cada termociclador.
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En la Tabla 13 se presentan los resultados del ensayo para la determinacion del

limite de cuantificacion con dos ensayos para el equipo de ViiA-7.

Tabla 13. Limite de cuantificacion de mezclas de algodén GM equipo ViiA7

Equipo ViiA-7
Ensayo 1 Ensayo 2

Repeticiones Mezcla Mezcla | Mezcla Mezcla Mezcla | Mezcla | Mezcla Mezcla
0.1% 1% 10% 100% 0.1% 1% 10% 100%

I 0.10 0.83 1041 123.34 0.10 0.9 8.56 93.00

I 0.10 0.83 10.41 123.34 0.10 0.9 8.56 93.00

1] 0.09 0.84 9.81 102.51 0.06 0.5 9.63 93.00

v 0.09 0.84 9.81 102.51 0.06 0.5 9.63 93.00

V 0.08 0.74 9.44 118.21 0.06 0.6 8.95 99.94

VI 0.08 0.74 9.44 118.21 0.06 0.6 8.95 99.94
VII 0.07 0.66 8.13 122.73 0.08 0.8 9.08 94.90
VI 0.07 0.66 8.13 122.73 0.08 0.8 9.08 94.90
IX 0.06 0.66 10.27 98.38 0.06 0.5 8.68 94.22

X 0.06 0.66 10.27 98.38 0.06 0.5 8.68 94.22
Pro';"ed' 0.08 0.75 9.61 113.03 0.07 0.67 8.98 95.01
F;SE; 0.01 0.08 0.86 11.08 0.02 0.15 0.40 2.71

En la Tabla 14 se presentan los resultados del ensayo para la determinacién del
limite de cuantificacién obtenidos por el software LC-480, por las dos ensayos

aplicando la ecuacién (7) obteniendo los siguientes resultados.
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Tabla 14. Limite de cuantificacion de mezclas de algodén GM, equipo LC-480

Equipo L.C-480
Ensayo 1 Ensayo 2

Repeticiones Mezcla | Mezcla | Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla | Mezcla Mezcla
0.1% 1% 10% 100% 0.1% 1% 10% 100%

| 0.14 1.21 9.91 90.94 0.11 0.84 10.89 95.50

Il 0.10 1.06 9.92 90.99 0.10 0.86 10.48 99.57
1 0.14 1.04 10.08 93.30 0.07 0.84 10.40 100.65
v 0.14 1.00 9.92 96.00 0.07 0.76 10.99 100.33
V 0.12 1.08 10.50 90.47 0.10 0.84 11.03 101.95

VI 0.12 0.96 10.50 94.37 0.11 0.78 10.82 98.30
VII 0.12 0.96 10.26 93.17 0.10 0.90 10.95 97.26
VIl 0.14 0.94 9.91 97.36 0.10 0.81 11.01 94.82
IX 0.12 0.86 10.09 90.65 0.09 1.11 10.85 95.60

X 0.11 0.92 10.35 95.25 0.09 0.77 10.70 95.58
Promedio 0.12 1.00 10.14 93.25 0.09 0.85 10.81 97.96
F(*SAD; 0.02 0.10 0.24 2.46 0.02 0.10 0.22 2.56

Los datos anteriores muestran el porcentaje de OGM determinado a partir de las
mezclas de algodon GM.

Con base en resultados obtenidos de los ensayos en ambos equipos, se
establecié que hay linealidad en las curvas de calibracion a partir de la dilucién
serial 1:10 ya que los parametros estan dentro de lo establecido previamente, por

lo tanto se pudd realizar el calculo de porcentaje de OGM.

Como se observa en las Tablas 13 y 14 los resultados obtenidos son muy
cercanos a los esperados ya que hay diferencia en decimales de los valores
obtenidos de %OGM, en los ensayos se observa que los resultados no son
dispersos ya que la desviacion estandar (SDr/UA) es pequefia en casi todos los

casos.

Por lo anterior se establece que la cantidad de OGM mas pequefa que se puede
cuantificar es de 0.1%, en condiciones de repetibilidad y nivel de confianza

aceptable.
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Pardmetros evaluados a partir de LC:

Después de haber obtenido la cuantificacion de las mezclas se procedio a realizar
el analisis estadistico el cual estad basado principalmente en la desviacion estandar
relativa, la estimacion de la incertidumbre y Robustez, para poder saber si el

meétodo de qPCR es el indicado para la deteccion y cuantificacion de OGM.

6.7.1 Precisién: Desviacion estandar relativa de reproducibilidad y
desviacion estandar de Repetibilidad (RSDr/R).

La evaluacién del parametro analitico de la precisién de la metodologia para el
analisis de OGM por la técnica de PCR se determind bajo condiciones

Repetibilidad y Reproducibilidad mencionadas previamente.

El parametro se obtuvo calculando la desviacion estandar (SD) bajo las
condiciones antes escritas con la siguiente ecuacion:

SDr/R = = Ec. (8)

Bl

Donde:
SDr/R: es la desviacion estandar
s: es la desviacién promedio de la serie de datos de cada medicién

n: es el numero de repeticiones de cada medicion

Posterior al célculo de la desviacion estandar, se determiné la desviacién estandar
relativa (RSD) bajo condiciones de reproducibilidad y/o Repetibilidad con la Ec. (8)
para evaluar la Precision de la metodologia:

RSDT/R =22 x 100 Ec. (9)

Donde:
RSDr/R: es la desviacion estandar relativa
SD: la desviacion estandar

X: es la media del contenido de GM en %m/m.
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A continuacion se presentan los resultados obtenidos a partir de ensayos de

cuantificacion de los temrocicladores LC-480 y ViiA-7 bajo condiciones de

repetibilidad.

En la Tabla 15 se presentan los resultados de desviacion estandar relativa
(RSDr), para los termocicladores LC-480 y Vlia-7, recordando que se realizaron

dos ensayos para cada termociclador, bajo condiciones de repetibilidad.

Taba 15. Resultados de desviacién estandar relativa bajo condiciones de

Repetibilidad, para ambos equipos.

Ensayo 1 Ensayo 2
Equipo Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla
0.1% 1% 10% 100% 0.1% 1% 10% 100%

Promedio 0.08 0.75 9.61 113.03 0.07 0.67 8.98 95.01
RSDr (UA) 0.01 0.08 0.86 11.08 0.02 0.15 0.4 271

TSR (@) | 0005 | 0.026 | 0272 | 3504 | 0005 | 0048 | 0.126 | 0.857
RSDr 585 | 354 | 283 | 81 | 687 | 711 | 14 | 09

Promedio | 012 | 1.00 | 1014 | 9325 | 009 | 085 | 1081 | 97.96

e [ RSDIUA) [ 0.02 01 | 024 | 246 | 002 | 01 | 022 | 256

SDr/R (u) 0.005 0.031 0.076 | 0.779 | 0.005 | 0.032 0.07 0.81

RSDr 3.07 311 | 0.75 ﬁ 512 | 3.73 | 065 -

De acuerdo con los resultados obtenidos de la ecuacion 9, y donde al criterio de
aplicacidon de precision establece que la desviacién estandar relativa tendra que
ser <25%, bajo condiciones de repetibilidad, se observa en los resultados que ésta
no rebaza el criterio de aplicacién ya que existe concordancia entre los resultados
de acuerdo al contenido de GM de cada mezcla, y por lo tanto el nivel de precision

es aceptado.

En la Tabla 16 se presentan los resultados de desviacion relativa bajo condiciones
de repetibilidad, tomando en cuenta los dos ensayos para cada termociclador,

teniendo asi desviacion estandar relativa para cada equipo.
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repetibilidad, tomando en cuenta ambos ensayos de cada equipo.

a
Tabla 16. Resultados de desviaciéon estandar relativa bajo condiciones de

Equipo LC-480 ViiA-7
Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla
0.1% 1% 10% 100% 0.1% 1% 10% 100%
Promedio 0.11 0.92 10.48 95.6 0.08 0.71 9.3 104.02
RSDr (UA) 0.02 0.12 0.41 3.44 0.02 0.13 0.73 12.13
SDI/R (u) 0.005 0.028 0.092 0.769 0.003 0.028 0.163 2.712
RSDr 4.42 3.00 087 |1 080 | 449 3.95 175 [ 261

En la Tabla 16 se observa que el valor de desviacion estandar relativa en todos los

casos esté por debajo de lo establecido por el criterio de aplicacion dice que debe

ser < 25%, la precisibn de ambos equipos es muy cercana por lo que existe

concordancia entre los resultados, teniendo asi un método preciso y confiable.

La parte de Reproducibilidad es evaluada para establecer la proximidad de

concordancia entre las mediciones, y que al variar de analista pero utilizando el

mismo método los resultados presenten correlacion y no se vea afectada por

ciertas condiciones de variables. Esta parte fue evaluada por otro técnico

especialista en el analisis de OGM, donde los resultados numéricos se muestran

en el Anexo IV.

En la Tabla 17 se muestran los resultados bajo condiciones de Reproducibilidad,

obtenidos de ensayos de cuantificacion de los termocicladores LC480 y ViiA-7.
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Tabla 17. Resultado de desviacidon estandar relativa para los equipos LC480 y ViiA7

Equipo L.C-480 ViiA-7
Target MON- acp-1 MON- acp-1 MON- acp-1 MON- acp-1
88913-8 88913-8 88913-8 88913-8
Pendiente -3.416 -3.516 -3.453 -3.429 -3.496 -3.531 -3.368 -3.44
R? 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99
% Efic. 96.20 92.50 94.80 95.90 93.21 91.96 98.11 95.32
Repeticion | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla
es 0.1% 1% 10% 100% 0.1% 1% 10% 100%
| 0.12 0.97 9.29 101.96 0.07 0.72 8.07 93.74
Il 0.14 0.98 9.34 98.06 0.07 0.72 8.07 93.74
1 0.14 1.02 9.85 101.27 0.08 0.74 7.84 91.95
v 0.12 1.00 10.26 98.18 0.08 0.74 7.84 91.95
V 0.13 0.98 9.43 100.65 0.08 0.77 8.34 93.91
VI 0.13 1.01 9.81 95.06 0.08 0.77 8.34 93.91
VII 0.10 1.03 10.09 95.19 0.09 0.77 8.51 87.92
VIII 0.08 1.04 10.11 95.48 0.09 0.77 8.51 87.92
IX 0.10 1.00 9.51 95.99 0.1 0.77 8.08 89.39
X 0.12 1.02 9.91 99.12 0.1 0.77 8.08 89.39
Promedio 0.12 1.00 9.76 98.10 0.08 0.75 8.17 91.38
RSDr(UA) 0.02 0.02 0.35 2.62 0.01 0.02 0.25 2.50
SDr/R (u) 0.006 0.007 0.110 0.827 0.003 0.007 0.078 0.792
RSD/R | 461 | 073 113 | 084 | 340 0.91 0.05 | 087 |

Con base en los resultados de la Tabla 16, la desviacion estandar relativa se

encuentra por debajo de lo establecido en el criterio de aplicacion de precision que

indica que debe ser < 25%, por lo que los resultados estan correlacionados,

haciendo al método de gPCR sea preciso y confiable.

Para corroborar que el método de gPCR es confiable y preciso se realizd el

célculo de desviacion estandar relativa tomando en cuenta los dos termocicladores

utilizados y el nimero de ensayos para cada equipo, teniendo asi una RSDr/R m

para cada analista y una global.

En la Tabla 18 se muestran los resultados de desviacién estandar relativa bajo

condiciones de repetibilidad y Reproducibilidad [RSDr/R].
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Tabla 18. Desviacion estandar relativa por método qPCR, tomando en cuenta ambos

equipos, bajo condiciones RSDr/R

RSDr RSDr
Mezcla (%) - - RSDR
Analista 1l | Analista 2
100 4.25 4.06 2.51
10 3.19 3.32 2.41
1 1.34 2.17 1.28
0,1 1.55 1.00 1.14

En la Tabla 17 se muestra la concordancia que existe entre los resultados, es
decir, el método de qPCR presenta una desviacion estandar relativa [RSDr/R] por
debajo del limite establecido < 25%, por lo que se puede decir que el analisis de la
metodologia de gPCR es precisa y confiable ya que existe concordancia entre los
resultados obtenidos, y aun variando de analista los resultados fueron cercanos,

por lo que el método qPCR es adecuado para el andlisis de OGM.

Debido a que los resultados para evaluar la repetibilidad y Reproducibilidad se
observa estan por debajo de lo sefialado, que es de < 25%, se concluye que el
método de gPCR es preciso y adecuado para la detecciéon y cuantificacion de
OGM.

6.7.2 Incertidumbre
En general, el resultado de una medicion solo es una aproximacion o estimado del
valor del mensurando esta se reporta asociando un numero al resultado de la
medida que indicada el intervalo de los posibles valores que pueden ser obtenidos
del proceso se medida y atributos al mensurando. La incertidumbre caracteriza la
dispersion de los valores que podrian ser razonablemente atribuidos al

mensurando.

La incertidumbre tipica o estandar (u) es la incertidumbre del resultado de una
medicion expresada como una desviacion estandar o intervalo. La incertidumbre
tipica combinada (uc) del resultado de una medicion es el resultado de la suma no
aditiva si no cuadratica de las varianzas de los factores que afectan el resultado de
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un mensurando. La incertidumbre expandida (U) es el resultado de la
multiplicacion de la uc por un factor de cobertura (k) determinado. La
incertidumbre relativa es una desviacion estdndar relativa de la muestra, esta

indica la proporcion del porcentaje, respecto a la media aritmética de la muestra.

La estimacion de la incertidumbre asociada al mensurando de cuantificacion se
obtuvo a partir de la distribucion estadistica de los resultados analiticos
cuantitativos de una serie de mediciones experimentales y se caracteriza mediante

desviaciones estandar.

La estimacion de la incertidumbre de los ensayos de cuantificacién de secuencias
por la técnica de PCR, en el CNRDOGM se calculd haciendo uso de las siguientes

ecuaciones:

uc = \/u(Cref)z + u(RSD;p)? Ec. (10)

Donde
uc: incertidumbre tipica o combinada.
u(Cref): incertidumbre del componente o material de referencia.
U(RSDp): incertidumbre del componente de mediciébn en condiciones de

repetibilidad y/o reproducibilidad.

u(RSDp) = j—’% Ec. (11)

Donde
U(RSDyp): incertidumbre del componente de medicion en condiciones de
repetibilidad y/o reproducibilidad.
SD: promedio de la desviacion estandar de la medicion.
n: numero de veces de repeticiones de la medicion.
U= (uc)*k Ec. (12)
Donde
U: incertidumbre expandida
K: factor de cobertura (igual a 2 representando por un intervalo de confianza
del 95.45%)
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Urelativa = (%) x 100 Ec. (13)

Donde
U elativa: €S la incertidumbre de la medicion.
u: es la incertidumbre expandida.

x: es el promedio en % de OGM de cada medicion.

Cabe mencionar que no existe ningun criterio de aplicacion para la estimacion de
la incertidumbre debido a que este dependera del método aplicado y de los
componentes asociados a la contribucion de la estimacion de la incertidumbre, por

lo cual los estimados seran internos del método.

Se estim0 la incertidumbre con un factor de cobertura k=2, representando un 95%

de intervalo de confianza.

Como se mencioné previamente la reproducibilidad se basa en diferentes
analistas, mismo mensurando y mismos equipo, en este caso el analito se refiere

a la matriz de algodon GM.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos de incertidumbre a partir de
los ensayos de cuantificacion en condiciones de repetibilidad. El célculo de
incertidumbre se realizé6 tomando en cuenta, primero por ensayos, seguido por
equipos y terminando con una incertidumbre global, es decir, hasta llegar a

evaluar el método de gPCR.

En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos a partir de las ecuaciones 10,
11, 12 y 13 previamente descritas, hasta llegar al incertidumbre relativa ensayo

realizado en el equipo ViiA-7.
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Tabla 19. Resultados Obtenidos de la estimacién de incertidumbre de cada

medicion de GM conocida, equipo ViiA-7.

Equipo ViiA-7
Ensayo 1 Ensayo 2
Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla
0.1% 1% 10% 100% 0.1% 1% 10% 100%
Promedio 0.08 0.75 9.61 113.03 0.07 0.67 8.98 95.01
RSDr(UA) 0.01 0.08 0.86 11.08 0.02 0.15 0.40 2.71
SDr/R (u) 0.005 0.026 0.272 3.504 0.005 0.048 0.126 0.857
RSDr/R 5.85 3.54 2.83 3.10 6.87 7.11 1.40 0.90
U combinada 0.005 0.026 0.272 3.504 0.005 0.048 0.126 0.857
U expandida 0.01 0.05 0.54 7.01 0.01 0.10 0.25 1.71
U Retativa 11.69 7.09 566 | 620 | 1373 | 14.22 280 | 180 |

En la Tabla 20 se presentan los resultados obtenidos a partir de las ecuaciones
10, 11, 12 y 13 descritas previamente, hasta obtener una incertidumbre asociada

al equipo utilizado LC-480.

Tabla 20. Resultados Obtenidos de la estimacion de incertidumbre de cada

medicion de GM conocida, equipo LC-480.

Equipo LC-480
Ensayo 1 Ensayo 2
Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla
0.1% 1% 10% 100% 0.1% 1% 10% 100%
Promedio 0.12 1.00 10.14 93.25 0.09 0.85 10.81 97.96
RSDr (UA) 0.02 0.10 0.24 2.46 0.02 0.10 0.22 2.56
SDr/R (u) 0.005 0.031 0.076 0.779 0.005 0.032 0.070 0.811
RSDr/R 3.97 3.11 0.75 0.84 5.12 3.73 0.65 0.83
U combinada 0.005 0.031 0.076 0.779 0.005 0.032 0.070 0.811
U Expandida 0.01 0.06 0.15 1.56 0.01 0.06 0.14 1.62
U Retativa 7.93 6.22 150 [ 167 | 1024 | 7.45 120 [ 166 |

Como se puede observar en los resultados de las Tablas 18 y 19 la estimacién de
la incertidumbre se encuentra en un rango de 7.9 a 1.6 los cuales se encuentran
dentro de los valores previamente obtenidos en el CNRDOGM atribuyendo valores

de incertidumbre de +50% en concentraciones de 0.1 a 0.9% GM y £30% en
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concentraciones de 1 a 100% GM de esta forma se observa que todos los valores

obtenidos en el presente estudio son concordantes con lo establecido en el
CNRDOGM.

En la Tabla 21 se presentan los resultados de estimacion de incertidumbre
tomando en cuenta los dos ensayos de cada equipo permitiendo asi una

comparacion entres ellos.

Tabla 21. Estimacion de incertidumbre de cada medicién de GM conocida, tomando

en cuentalos dos ensayos correspondientes a cada equipo.

Equipo LC-480 ViiA-7
Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla
0.10% 1.00% 10% 100% 0.10% 1.00% 10% 100%
Promedio 0.11 0.92 10.48 95.60 0.08 0.71 9.30 104.02
U combinada 0.01 0.04 0.10 1.12 0.01 0.05 0.30 3.61
U Expandida 0.01 0.09 0.21 2.25 0.01 0.11 0.60 7.21
U reaiva | 12.62 9.60 197 | 285 | 1798 [ 1538 645 | 694 |

Para poder determinar la incertidumbre relativa se tom6 en cuenta, los dos
ensayos para cada equipo y para ello se determind mediante la ecuacion 14 la
incertidumbre combinada que asocia los datos de los ensayos, es decir, toma en
cuenta la sumatoria de la desviacién estandar de medicibn de los ensayos,

teniendo asi una sumatoria de las incertidumbres.

uc = /Zu(RSD;p)?

uc: incertidumbre tipica o combinada.

Ec. (14)

U(RSDyp): incertidumbre del componente de medicion en condiciones de

repetibilidad y/o reproducibilidad.

Como se observa en los resultados de la Tabla 20 y partiendo de la ecuacién 14
gue establece la incertidumbre combinada (uc) que sirve para poder determinar la
estimacion de la incertidumbre con la ecuacion 13, no rebasan el limite establecido
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por CNRDOGM que atribuye valores de valores de +50% en concentraciones de

0.1 a 0.9% GM y £30% en concentraciones de 1 a 100% GM, se observa la
dispersion de los valores atribuidos al mensurando (mezclas de GM), son
pequefias por lo que no tiene un impacto en el estimado de OGM, se observa
ademas una tendencia a aumentar la incertidumbre esto se debe a la sumatoria de

las incertidumbres.

Como se ha mencionado previamente la condicion de Reproducibilidad es un
factor importante porque corrobora que el método sea apto para el analisis
realizado, se calcul6 la estimacion de incertidumbre del segundo analista, usando

mismo analito diferente dia de analisis y mismos equipos.

En la Tabla 22 se muestran los resultados de estimacion de incertidumbre,

realizado por el segundo analista en dos equipos de termociclaodres en tiempo

real.
Tabla 22. Estimacion de la incertidumbre del analista 2
Equipo L.C-480 Viia-7
Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla
0.1% 1% 10% 100% 0.1% 1% 10% 100%
Promedio 0.12 1.00 9.76 98.10 0.08 0.75 8.17 91.38
RSDr(UA) 0.02 0.02 0.35 2.62 0.01 0.02 0.25 2.50
SDr/R (u) 0.006 0.007 0.110 0.827 0.003 0.007 0.078 0.792
RSDr/R 4.61 0.73 1.13 0.84 3.40 0.91 0.95 0.87
U combinada 0.006 0.007 0.110 0.827 0.003 0.007 0.078 0.792
U expandida 0.01 0.01 0.22 1.65 0.01 0.01 0.16 1.58
Upeawa | 921 | 146 | 225 | 169 | 809 | 182 | 1900 | 173 |

Como se observa en los resultados obtenidos, la estimacion de la incertidumbre
estd por debajo de lo establecido por el CNRDOGM, por lo que los valores
atribuidos pueden ser despreciables, es decir no muestran un impacto en el
estimado de OGM.
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Para poder asociar una incertidumbre al método de qPCR, se tomaron en cuenta

los resultados de los analistas, asi los resultados presentados en la Tabla 23
muestra la estimacion de incertidumbre de cada analista y donde se tomaron los
resultado de ambos equipos y una global tomando en cuenta todos los resultados

de los dos equipos.

Tabla 23. Estimacion de incertidumbre asociada al método gPCR

Mezcla GM (%) Analista 1 L,ilgll:ﬁa 2 | Global
100 7.57 2.42 8.05
10 6.41 3.00 7.19
1 17.21 2.29 16.95
0,1 20.97 13.21 24.69

Como se observa en los resultados anteriores la estimacion de la incertidumbre,
no rebasan el limite establecido por CNRDOGM, ha establecido que la
incertidumbre debe ser £50 % en concentraciones de 0.1 a 0.9 % GM y +30 % en
concentraciones de 1 a 100 % GM. Se observa la dispersion de los valores
atribuidos al mensurando (mezclas de GM), son pequeias por lo que no tiene un

impacto en el estimado de OGM.

6.7.3 Robustez

Para evaluar la robustez se tomé en cuenta los ensayos de cuantificacién de los
dos analistas, tomando asi todos los ensayos realizados, es decir, se tomaron en

cuenta 6 ensayos para evaluar de igual manera el método de qPCR.

A continuacion se muestra de manera resumida los resultados en la Tabla 24,
demostrando que bajo las variaciones de diferente analista, termociclador y ADN
Polimerasa, la desviacion estandar relativa (RSDr/R) esta por debajo de lo
sefalado (30%), y también muestra una estimacion del incertidumbre por debajo
de lo establecido por el CNRDGOM para la mezcla de 0.1 menor a 50% y para las

mezclas 1-100% no es mayor al 30%, lo que significa que para el analisis de OGM
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por la técnica de gPCR responde al objetivo y no se ve afectada por las

variaciones mencionadas, dando emisidon de resultados sin afectarse, siendo

confiable y robusto el método de qPCR.

Tabla 24. Resultados obtenidos a partir de variacién de los ensayos.

Mezcla | Mezcla | Mezcla | Mezcla
0.1% 10% 10% | 100%

Promedio | 0.09 0.84 9.58 | 98.12
RSDr(UA)| 0.02 0.16 0.95 8.65
SDr/R (u) | 0.003 | 0.020 | 0.122 | 1.117
RSDr/R | 3.28 241 1.28 1.14
U combinada | 0.01 0.07 0.34 3.95
U expandida | 0.02 0.14 0.69 7.90

U Relatva | 24.69 | 16.95 | 7.19 8.05

Con los resultados antes mostrados se concluye que la metodologia presentada
para la deteccion, identificacion y cuantificacion de algodon GM es confiable,

precisa y apta para las necesidades de analisis en el CNRDOGM.
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7. Conclusién

El método de extraccion de ADN utilizado es apto para la metodologia propuesta
ya que las concentraciones obtenidas resultaron altas y esto permitié estandarizar
de manera eficiente a 50 ng/uL, ya que para los ensayos posteriores se
necesitaba esa concentracion y porque la determinaciéon de inhibidores se
obtuvieron resultados dentro del criterio de aplicacion que es sefiala que el ACt
<0.5, por lo que corrobora que el método de extraccion es correcto ya que el ADN

presenta integridad y ausencia de inhibidores.

Se comprobd la especificidad de la sonda e iniciadores utilizados correspondientes
al E.E. MON-88913-8, sin presentar amplificaciones con los demas ADN

utilizados, comprobando la especificidad de la sonda e iniciadores.

En cuanto al limite de deteccion se obtuvo amplificacion en su totalidad para la
mezcla de OGM de 0.025% para los tres equipos de termocicladores utilizados,
estableciendo asi que la cantidad mas pequefia que puede ser detectada pero no

cuantificada es de 0.025% GM ya que cubre con mas del 95% esperado.

Se logré obtener los resultados para validar los ensayos cuantitativos, evaluando
las curvas de calibracion y comprobando que todas ellas estan dentro de lo
sefalado por los criterios de aplicacion teniendo asi que la eficiencia esta entre
90-110% todas estan dentro de los valores de la pendiente que van de -3.1 a
-3.6, y en cada curva se obtuvo un R> mayor a 0.98 cumpliendo asi con el
intervalo dindmico ya que presentan linealidad, cumpliendo con dichos parametros
se pudo realizar el calculo de % OGM con porcentajes conocidos (0.1, 1,
10,100%) para los equipos ViiA-7 y LC-480, se obtuvieron resultados cercanos a
los esperados, estableciendo asi que el limite de cuantificacion mas bajo que se

puede cuantificar es de 0.1% GM.
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Dentro del analisis estadistico se obtuvo que el método es preciso ya que al

obtener la desviacién estandar relativa que establece <30%, se encuentran por

debajo de lo sefialado demostrando asi que el método es confiable y preciso.

En cuanto a la estimacion de la incertidumbre se obtuvieron resultados que estan
en concordancia con lo determinado por el CNRDOGM que establecié que para
mezclas de 0.1-0.9% el limite es + 50%, mientras que para mezclas de 1-100% el
limite es de £30%, bajo condiciones de repetibilidad y Reproducibilidad, por lo que
los resultados obtenidos estan dentro de lo sefialado, cumpliendo asi con el
requerimiento de robustez ya que aun variando las condiciones los requerimientos
de precision y estimacion de incertidumbre estdn dentro de lo establecido,
comprobando que el método de qPCR es confiable, ya que al cambiar de analista
o de termociclador los resultados estan dentro de lo establecido puesto que existe

concordancia entre los resultados obtenidos.

Por lo anterior se prueba que la metodologia para el analisis de algodon GM con
E.E. MON-88913-8 por la técnica de qPCR ha sido validada ya que cumple con

todos los requerimientos establecidos.

La validacion permitié conocer las caracteristicas de funcionamiento del método
asi como sus condiciones 6ptimas de trabajo, para evitar los posibles errores en
los ensayos, cumpliendo requerimientos mencionados previamente como pureza
de ADN, eficiencia de amplificacion, coeficiente de correlacion, pendiente, limite
de deteccion, limite de cuantificacion, precision, estimacion de incertidumbre y
Robustez teniendo asi resultados confiables y aptos para ser utilizado en
CNRDOGM.
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Experiment Name
Experiment Type
Instrument Name
Well Position

Al

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

A9

Al10
All
Al12

Bl

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

B10

B11

B12

C1

c2

C3

C4

C5

Sample Name
100A
100A
100A
100A
100A
100A
100A
100A
100A
100A

50A
50A
50A
50A
50A
50A
50A
50A
50A
50A

25A
25A
25A
25A
25A

Corrida 947 Prueba de Inhibidores (Pureza ADN) E.E MON-889133-8 (MR185)
Corrida 947 Pureza ADN algodon MR185

Target
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
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Standard Curve

Task
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD

NTC
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD

NTC
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD

ViiA7

Reporter
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

Quencher
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

'

CT
25.645
25.544
25.590
25.620
25.619
25.689
25.689
25.756
25.775
25.915

Undetermined
Undetermined
26.668
26.520
26.486
26.518
26.532
26.563
26.584
26.561
26.622
26.678
Undetermined
Undetermined
27.751
27.672
27.693
27.667
27.697

Ct Mean
25.684
25.684
25.684
25.684
25.684
25.684
25.684
25.684
25.684
25.684

26.573
26.573
26.573
26.573
26.573
26.573
26.573
26.573
26.573
26.573

27.692
27.692
27.692
27.692
27.692



cé
c7
c8
c9
c10
ci1
c12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
F1
F2
F3
F4
F5

25A MON88913
25A MON88913
25A MON88913
25A MON88913
25A MON88913

MON88913
12.5A MON88913
12.5A MON88913
12.5A MON88913
12.5A MON88913
12.5A MON88913
12.5A MON88913
12.5A MON88913
12.5A MON88913
12.5A MON88913
12.5A MON88913

MON88913
100B MON88913
100B MON88913
100B MON88913
100B MON88913
100B MON88913
100B MON88913
100B MON88913
100B MON88913
100B MON88913
100B MON88913
50B MON88913
50B MON88913
50B MON88913
50B MON88913
50B MON88913
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STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD

NTC
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD

NTC
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD

STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

'

27.684
27.703
27.670
27.710
27.667
Undetermined
Undetermined
28.719
28.716
28.549
28.581
28.623
28.683
28.685
28.630
28.582
28.525
Undetermined
Undetermined
25.917
25.799
25.783
25.746
25.823
26.266
25.861
25.870
25.907
25.888
Undetermined
26.658
26.531
26.483
26.504
26.508

27.692
27.692
27.692
27.692
27.692

28.629
28.629
28.629
28.629
28.629
28.629
28.629
28.629
28.629
28.629

25.886
25.886
25.886
25.886
25.886
25.886
25.886
25.886
25.886
25.886

26.581
26.581
26.581
26.581
26.581



F6
F7
F8
F9
F10
F11
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
Gl1
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12

50B MON88913
50B MON88913
50B MON88913
50B MON88913
50B MON88913
25B MON88913
25B MON88913
25B MON88913
25B MON88913
25B MON88913
25B MON88913
25B MON88913
25B MON88913
25B MON88913
25B MON88913
12.5B MON88913
12.5B MON88913
12.5B MON88913
12.5B MON88913
12.5B MON88913
12.5B MON88913
12.5B MON88913
12.5B MON88913
12.5B MON88913
12.5B MON88913
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STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD

STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD

STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD
STANDARD

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

'

26.617
26.822
26.672
26.508
26.510
Undetermined
27.658
27.642
27.615
27.608
27.771
27.820
27.714
27.984
27.611
27.606
Undetermined
Undetermined
28.609
28.676
28.667
28.702
28.682
29.225
28.728
28.671
28.654
28.592
Undetermined

Undetermined

26.581
26.581
26.581
26.581
26.581

27.703
27.703
27.703
27.703
27.703
27.703
27.703
27.703
27.703
27.703

28.721
28.721
28.721
28.721
28.721
28.721
28.721
28.721
28.721
28.721



Pos

Al

B1

C1

D1

Pos

A2

B2

Cc2

D2

Pos

A3

B3

C3

D3

Pos

A4

B4

Cc4

D4

Experimetn.
instrument

Experiment Type

Name
Sample 1
Sample 13
Sample 25
Sample 37
Name
Sample 2
Sample 14
Sample 26
Sample 38
Name
Sample 3
Sample 15
Sample 27
Sample 39
Name
Sample 4
Sample 16
Sample 28

Sample 40

Corrida 986 Prueba de Inhibidores (Pureza ADN) para el Endégeno (MR186)

Cp
25.29
26.51
27.31
28.58

Cp
27.93
28.63
29.84
31.04

Cp
24.68
25.64
26.89
27.79

Cp
24.44
25.62
26.46

27.65

Corrida 986 Pureza enddgeno.

Concentration

1.02E+02

4.62E+01

2.75E+01

1.21E+01

Concentration

9.03E+01

5.73E+01

2.58E+01

1.17E+01

Concentration

9.90E+01

5.27E+01

2.32E+01

1.29E+01

Concentration

1.02E+02

4.67E+01

2.68E+01

1.22E+01

(
| 8

LC-480

Standard Curve

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

'

Error: 0.0499
Efficiency: 1.916
Slope: -3.541

Yintercept: 32.41

Error: 0.0705
Efficiency: 1.931
Slope: -3.500

Yintercept: 34.78

Error: 0.0370
Efficiency: 1.926
Slope: -3.512

Yintercept: 31.69

Error: 0.0391
Efficiency: 1.942
Slope: -3.469

Yintercept: 31.42



Pos

A5

B5

C5

D5

Pos

A6

B6

Cé6

D6

Pos

A7

B7

Cc7

D7

Pos

A8

B8

C8

D8

Pos

A9

B9

C9

D9

Name
Sample 5
Sample 17
Sample 29
Sample 41

Name
Sample 6
Sample 18
Sample 30
Sample 42

Name
Sample 7
Sample 19
Sample 31
Sample 43

Name
Sample 8
Sample 20
Sample 32
Sample 44

Name
Sample 9
Sample 21
Sample 33

Sample 45

Cp
24.48
25.38
26.43
27.47

Cp
26.36
27.71
28.54
29.61

Cp
25.63
26.62
27.61
28.66

Cp

25.8
26.45
28.17
28.61

Cp
22.09
22.99
24.17

25.18

Concentration

9.71E+01

5.20E+01

2.52E+01

1.23E+01

Concentration

1.07E+02

4.43E+01

2.57E+01

1.28E+01

Concentration

9.90E+01

5.03E+01

2.54E+01

1.23E+01

Concentration

9.58E+01

6.12E+01

1.90E+01

1.40E+01

Concentration

9.69E+01

5.31E+01

2.43E+01

1.25E+01

(
| 8

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

'

Error: 0.0192
Efficiency: 1.995
Slope: -3.333

Yintercept: 31.10

Error: 0.0548
Efficiency: 1.925
Slope: -3.514

Yintercept: 33.50

Error: 0.00856
Efficiency: 1.989
Slope: -3.350

Yintercept: 32.32

Error: 0.133
Efficiency: 1.981
Slope: -3.367

Yintercept: 32.47

Error: 0.0279
Efficiency: 1.941
Slope: -3.472

YIntercept: 28.98



Pos

A10

B10

C10

D10

Pos

E2

F2

G2

H2

Pos

E3

F3

G3

H3

Pos

E4

F4

G4

H4

Pos

E5

F5

G5

Name
Sample 10
Sample 22
Sample 34
Sample 46

Name
Sample 50
Sample 62
Sample 74
Sample 86

Name
Sample 51
Sample 63
Sample 75
Sample 87

Name
Sample 52
Sample 64
Sample 76
Sample 88

Name
Sample 53
Sample 65

Sample 77

Cp
23.12
24.02
24.98
26.13

Cp
25.55
25.65
27.03
28.44

Cp
23.13

24.1
25.18
26.14

Cp
25.16
25.46
26.62
28.08

Cp
26.23
26.93

28.17

Concentration

9.64E+01

5.14E+01

2.64E+01

1.19E+01

Concentration

7.65E+01

7.13E+01

2.75E+01

1.04E+01

Concentration

9.94E+01

5.10E+01

2.44E+01

1.26E+01

Concentration

8.02E+01

6.48E+01

2.89E+01

1.04E+01

Concentration

9.11E+01

5.71E+01

2.53E+01

(
| 8

Standard

100

50

25

125

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

'

Error: 0.0305
Efficiency: 2.002
Slope: -3.318

Yintercept: 29.70

Error: 0.178
Efficiency: 1.991
Slope: -3.344

Yintercept: 31.84

Error: 0.0116
Efficiency: 1.982
Slope: -3.365

Yintercept: 29.85

Error: 0.148
Efficiency: 2.009
Slope: -3.301

Yintercept: 31.44

Error: 0.0653
Efficiency: 1.932

Slope: -3.496



H5

Pos

E6

F6

G6

H6

Pos

E7

F7

G7

H7

Pos

E8

F8

G8

H8

Pos

E10

F10

G10

H10

Sample 89
Name
Sample 54
Sample 66
Sample 78
Sample 90
Name
Sample 55
Sample 67
Sample 79
Sample 91
Name
Sample 56
Sample 68
Sample 80
Sample 92
Name
Sample 58
Sample 70
Sample 82

Sample 94

29.32
Cp
25.95
26.43
27.77
28.94
Cp
28.1
29.68
30.29
31.34
Cp
21.72
23.04
22.68
25.24
Cp
24.02
24.93
25.96

27.03

1.18E+01

Concentration

8.59E+01

6.24E+01

2.53E+01

1.15E+01

Concentration

1.14E+02

3.98E+01

2.64E+01

1.30E+01

Concentration

9.48E+01

3.85E+01

4.94E+01

8.66E+00

Concentration

9.71E+01

5.17E+01

2.55E+01

1.22E+01

(
| 8

12.5

Standard

100

50

25

125

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

Standard

100

50

25

12.5

'

Yintercept: 33.07

Error: 0.104
Efficiency: 1.959
Slope: -3.424

Yintercept: 32.58

Error: 0.102
Efficiency: 1.956
Slope: -3.433

Yintercept: 35.17

Error: 0.301
Efficiency: 1.973
Slope: -3.387

Yintercept: 28.41

Error: 0.0197
Efficiency: 1.992
Slope: -3.341

Yintercept: 30.66



Experimetn

Position

1

© 00 N o 0o b~ w DN

W N N DN DN DN N NN DNDNDN P P PR R R R R
O © 00 N O o A W N P O ©W 00 N O O M W N P O

Corrida 1143
Name
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

10%
10%
10%
10%
10%
10%
10%
10%
10%
10%

Corridas 886 y 1143 Limite Deteccién Equipo LC-2.0

Cp
32.77
32.76
32.86
32.78
32.78
32.54
32.54
32.45
32.52
32.96
30.12
30.04
30.01
29.98
29.96
30.03

29.9
30.08
29.92

30
26.52
26.53

26.6
26.51
26.52
26.95
26.57
26.51
26.52
26.48

Anexo |l

Limite Deteccion Mezclas de Algodén

85

Position

1

© 00 N o o b~ w N

WORN NN NNDNDDNIRNRNNDNDNIERR R B B B B B p
O © ® N O OB W N P O © 0 N O 00 »h W N B O

Corrida 886
Name
0.025%
0.025%
0.025%
0.025%
0.025%
0.025%
0.025%
0.025%
0.025%
0.025%
NTC
NTC
C- MR186
C-MR186
100% MR185
100% MR185

'

Cp
35.89
35.73
35.99
36.41
36.17

35.8
36.11
35.95
35.75
35.54

23.40
23.50



31
32

Pos
Al
A2
A3

NTC - 31
C-MR186 - 32

Corrida 885 Limite Deteccion Equipo LC-480.

Experimetn. Limite Deteccion Mezclas de Algodén

Pos Name

Al 0.025% algodén

A2 0.025% algodon

A3 0.025% algodén

B1 0.025% algodon

B2 0.025% algodén

B3 0.025% algodon

C1 0.025% algodon

Cc2 0.025% algodon

C3 0.025% algodén

D1 0.025% algodon

D2 0.025% algodén

D3 0.025% algodon

F11 NTC

F12 NTC

H11 C- MR186

H12 C- MR186

Anexo Il

Corrida 1025 Datos de software LC-480 para ensayo de cuantificacion

Experiment Name Corrida 1025 Limite cuantificacién mezclas de algodén 0.1-1%
Experiment Type Standard Curve
MON-88913-8
Name Cp Concentration Standard
Sample 1 24.57 9.98E+01 100
Sample 2 24.58 9.93E+01 100
Sample 3 24.56 1.01E+02 100

Cp
35.54
35.65
35.65
35.55
35.81
36.07
35.26
35.59
36.51
35.68
35.72
35.79

>40
>40

Curva

Error: 0.00722
Efficiency: 1.918
Slope: -3.536
Yintercept: 31.68
Link: 0.000



A4
A5
A6
A7
A8
A9
Al10
All
Al2
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
C1
C2
C3
C4
C5
C6
Cc7
C8
C9
C10
Ci1
C12
D1
D2

0.1%A
0.1%A
0.1%E
0.1%E
1%A
1%A
1%E
1%E
Sample 12
Sample 13
Sample 14
Sample 15
0.1%B
0.1%B
0.1%F\
0.1%F\
1%B
1%B
1%F
1%F
Sample 24
Sample 25
Sample 26
Sample 27
0.1%C
0.1%C
0.1%G
0.1%G
1%C
1%C
1%G
1%G
Sample 36
Sample 37
Sample 38

34.21
34.03
34.8
34.85
31.06
31.24
31.47
31.51
40.81
28.06
28.1
28.12
34.24
34.31
34.3
34.08
31.26
31.43
31.8
31.69
40.86
31.48
31.64
31.67
35.27
35.03
34.62
34.62
31.17

31.49
31.52

35.28
34.98

1.88E-01
2.11E-01
1.27E-01
1.24E-01
1.46E+00
1.30E+00
1.11E+00
1.09E+00
2.56E-03
1.03E+01
1.00E+01
9.89E+00
1.84E-01
1.76E-01
1.77E-01
2.04E-01
1.28E+00
1.14E+00
9.02E-01
9.65E-01
2.47E-03
1.11E+00
9.98E-01
9.78E-01
9.39E-02
1.10E-01
1.44E-01
1.44E-01
1.35E+00

1.10E+00
1.08E+00

9.36E-02
1.13E-01

o o e =
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D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11

Pos
El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9

E10

E11

E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12

Sample 39
0.1%D
0.1%D
0.1%H
0.1%H

1%D
1%D
1%H
1%H

Name
Sample 49
Sample 50
Sample 51

0.1%A

0.1%A

0.1%E

0.1%E

1%A
1%A
1%E
1%E
Sample 60
Sample 61
Sample 62
Sample 63

0.1%B

0.1%B

0.1%F\

0.1%F\

1%B
1%B
1%F
1%F
Sample 72

35.3
34.64
34.34

34.6
34.75

315
31.24
31.49

31.5

Acp-1
Cp
24.07
24.04
24.01
23.59
23.66
23.56
23.63
23.75
23.72
23.94

23.9
38.81
27.62
27.57
27.46

23.7
23.65
23.67
23.61

23.77
23.77
23.66

88

9.21E-02
1.42E-01
1.72E-01
1.45E-01
1.32E-01
1.10E+00
1.30E+00
1.10E+00
1.09E+00

Concentration

9.82E+01
1.00E+02
1.02E+02
1.34E+02
1.28E+02
1.37E+02
1.30E+02
1.21E+02
1.23E+02
1.07E+02
1.09E+02
6.25E-04
9.66E+00
1.00E+01
1.07E+01
1.25E+02
1.29E+02
1.27E+02
1.32E+02

1.19E+02
1.19E+02
1.29E+02

o©
[

O O O O O o o o

Standard

100
100
100

O O O O O o o o o

O O O O O o o o o

'

Error: 0.0763
Efficiency: 1.921
Slope: -3.527
Yintercept: 30.58
Link: 9.662



Gl Sample 73 30.72 1.06E+00 1
G2 Sample 74 30.79 1.01E+00 1
G3 Sample 75 30.74 1.04E+00 1
G4 0.1%C 23.73 1.23E+02 0
G5 0.1%C 23.76 1.20E+02 0
G6 0.1%G 23.77 1.19E+02 0
G7 0.1%G 23.71 1.24E+02 0
G8 1%C 22.87 2.14E+02 0
G9 1%C 22.89 2.12E+02 0
G10 1%G 23.82 1.15E+02 0
G11 1%G 23.82 1.15E+02 0
G12 Sample 84 0
H1 Sample 85 33.05 1.60E-01 0.1
H2 Sample 86 33.75 8.73E-02 0.1
H3 Sample 87 33.6 9.88E-02 0.1
H4 0.1%D 23.81 1.16E+02 0
H5 0.1%D 23.73 1.23E+02 0
H6 0.1%H 23.69 1.26E+02 0
H7 0.1%H 23.72 1.23E+02 0
H8 1%D 23.66 1.28E+02 0
H9 1%D 22.86 2.16E+02 0
H10 1%H 23.45 1.47E+02 0
H11 1%H 23.77 1.19E+02 0

Corrida 1025 Datos de software LC-480 para ensayo de cuantificacion

Experiment Name Corrida 1025 Limite cuantificacion mezclas de algodén 0.1-1%
Experiment Type Standard Curve
MON-88913-8 Curva
Pos Name Cp Concentration Standard
Al Sample 1 24.57 9.98E+01 100 Error: 0.00722
Efficiency: 1.918
A2 Sample 2 24.58 9.93E+01 100 Slope: -3.536
Yintercept: 31.68
A3 Sample 3 24.56 1.01E+02 100 Link: 0.000
A4 0.1%A 34.21 1.88E-01 0
A5 0.1%A 34.03 2.11E-01 0
A6 0.1%E 34.8 1.27E-01 0




A7
A8
A9
A10
All
Al12
Bl
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
Bl11
B12
C1
Cc2
C3
C4
C5
C6
c7
C8
Cc9
C10
Ci1
Ci12
D1
D2
D3
D4
D5

0.1%E
1%A
1%A
1%E
1%E

Sample 12
Sample 13
Sample 14
Sample 15

0.1%B

0.1%B

0.1%F\

0.1%F\
1%B
1%B
1%F
1%F

Sample 24
Sample 25
Sample 26
Sample 27

0.1%C

0.1%C

0.1%G

0.1%G
1%C
1%C
1%G
1%G

Sample 36
Sample 37
Sample 38
Sample 39
0.1%D
0.1%D

34.85
31.06
31.24
31.47
31.51
40.81
28.06
28.1
28.12
34.24
34.31
34.3
34.08
31.26
31.43
31.8
31.69
40.86
31.48
31.64
31.67
35.27
35.03
34.62
34.62
31.17

31.49
31.52

35.28
34.98
35.3
34.64
34.34

1.24E-01
1.46E+00
1.30E+00
1.11E+00
1.09E+00
2.56E-03
1.03E+01
1.00E+01
9.89E+00
1.84E-01
1.76E-01
1.77E-01
2.04E-01
1.28E+00
1.14E+00
9.02E-01
9.65E-01
2.47E-03
1.11E+00
9.98E-01
9.78E-01
9.39E-02
1.10E-01
1.44E-01
1.44E-01
1.35E+00

1.10E+00
1.08E+00

9.36E-02
1.13E-01
9.21E-02
1.42E-01
1.72E-01
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D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12

Pos
El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9

E10

E11

E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9

F10

F11

F12
G1
G2

0.1%H
0.1%H
1%D
1%D
1%H
1%H
Sample 48

Name
Sample 49
Sample 50
Sample 51

0.1%A

0.1%A

0.1%E

0.1%E

1%A
1%A
1%E
1%E
Sample 60
Sample 61
Sample 62
Sample 63

0.1%B

0.1%B

0.1%F\

0.1%F\

1%B
1%B
1%F
1%F
Sample 72
Sample 73
Sample 74

34.6
34.75
315
31.24
31.49
315

Acp-1
Cp
24.07
24.04
24.01
23.59
23.66
23.56
23.63
23.75
23.72
23.94
23.9
38.81
27.62
27.57
27.46
23.7
23.65
23.67
23.61

23.77
23.77
23.66

30.72
30.79

1.45E-01
1.32E-01
1.10E+00
1.30E+00
1.10E+00
1.09E+00

Concentration

9.82E+01
1.00E+02
1.02E+02
1.34E+02
1.28E+02
1.37E+02
1.30E+02
1.21E+02
1.23E+02
1.07E+02
1.09E+02
6.25E-04
9.66E+00
1.00E+01
1.07E+01
1.25E+02
1.29E+02
1.27E+02
1.32E+02

1.19E+02
1.19E+02
1.29E+02

1.06E+00
1.01E+00

O O O o o o o

Standard

100
100
100

O O O O O o o o o

P P O O O O O O O o o
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Error: 0.0763
Efficiency: 1.921
Slope: -3.527
Yintercept: 30.58
Link: 9.662



G3 Sample 75 30.74 1.04E+00 1
G4 0.1%C 23.73 1.23E+02 0
G5 0.1%C 23.76 1.20E+02 0
G6 0.1%G 23.77 1.19E+02 0
G7 0.1%G 23.71 1.24E+02 0
G8 1%C 22.87 2.14E+02 0
G9 1%C 22.89 2.12E+02 0
G10 1%G 23.82 1.15E+02 0
G11 1%G 23.82 1.15E+02 0
G12 Sample 84 0
H1 Sample 85 33.05 1.60E-01 0.1
H2 Sample 86 33.75 8.73E-02 0.1
H3 Sample 87 33.6 9.88E-02 0.1
H4 0.1%D 23.81 1.16E+02 0
H5 0.1%D 23.73 1.23E+02 0
H6 0.1%H 23.69 1.26E+02 0
H7 0.1%H 23.72 1.23E+02 0
H8 1%D 23.66 1.28E+02 0
H9 1%D 22.86 2.16E+02 0
H10 1%H 23.45 1.47E+02 0
H11 1%H 23.77 1.19E+02 0

Corrida 1028 Datos de software ViiA-7 para ensayo de cuantificacion

MON-88913-8 acp-1
Chemistry TAQMAN slope -3.374 -3.463
Experiment Name Corrida 1028 Limite cuantificacién mezclas algodén R2 0.998 0.99
Experiment Type Standard Curve %effic. 97.068 94.424
Well Position ~ Sample Name Target Name Task Reporter Quencher CT Ct Mean CtSD Quantity Quantity Mean Quantity SD
Al 100 MONB88913 STANDARD FAM NFQ-MGB 25.541 25.669 0.112 100.00 100.00
A2 100 MON88913 STANDARD FAM NFQ-MGB 25.722 25.669 0.112 100.00 100.00
A3 100 MONB88913 STANDARD FAM NFQ-MGB 25.744 25.669 0.112 100.00 100.00
A4
A5 0.1A MONB88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB 35.969 35.602 0.519 0.080 0.106 0.037

(
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A6
A7
A8
A10
All
Al12
A13
A15
Al16
Al7
Al18
A20
A21
A22
A23
B1
B2
B3
B4
B6
B7
B8
B10
B11
B12
B13
B15
B16
B17
B18
B20
B21
B22
B23
B24

0.1A
0.1E
0.1E
1A
1A
1E
1E
10A
10A
10E
10E
100A
100A
100E
100E
10
10
10

0.1B
0.100
0.100
1B
1B
1.000
1.000
10B
10B
10.000
10.000
100B
100B
100.000
100.000

MONB88913
MONB88913
MONB88913
MON88913
MONB88913
MON88913
MON88913
MON88913
MONB88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
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35.235
36.048
36.897
32.619
32.728
32.489
32574
29.005
28.847
29.051
28.794
25.444
25.120
25.711
25.823
28.736
28.725
28.760

36.330
35.669
36.075
32.968
32.410
33.269
33.562
29.067
29.031
29.607
29.349
26.040
25.824
25.634
25.522

35.602
36.472
36.472
32.674
32.674
32.531
32.531
28.926
28.926
28.923
28.923
25.282
25.282
25.767
25.767
28.740
28.740
28.740

36.474
35.872
35.872
32.689
32.689
33.416
33.416
29.049
29.049
29.478
29.478
25.932
25.932
25.578
25.578

0.519
0.600
0.600
0.077
0.077
0.060
0.060
0.111
0.111
0.182
0.182
0.229
0.229
0.079
0.079
0.018
0.018
0.018

0.204
0.288
0.288
0.395
0.395
0.207
0.207
0.026
0.026
0.183
0.183
0.152
0.152
0.079
0.079

0.132
0.076
0.042
0.785
0.729
0.858
0.809
9.245
10.293
8.955
10.678
105.00
130.95
87.533
81.083
10.000
10.000
10.000

0.062
0.098
0.074
0.618
0.905
0.504
0.412
8.861
9.082
6.130
7.311
69.936
81.024
92.263
99.532
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0.106
0.059
0.059
0.757
0.757
0.833
0.833
9.769
9.769
9.816
9.816
117.976
117.976
84.308
84.308
10.000
10.000
10.000

0.057
0.086
0.086
0.762
0.762
0.458
0.458
8.972
8.972
6.720
6.720
75.480
75.480
95.897
95.897

0.037
0.024
0.024
0.040
0.040
0.034
0.034
0.741
0.741
1.219
1.219
18.347
18.347
4.561
4.561

0.008
0.017
0.017
0.203
0.203
0.065
0.065
0.157
0.157
0.835
0.835
7.840
7.840
5.140
5.140



C1
C2
C3
C4
C6
C7
C8
C10
Ci1
C12
C13
C15
C16
C17

C18
C19
C20

c21
C22
C23
D1
D2
D3
D4
D6
D7
D8
D10
D11
D12
D13
D15
D16
D17
D18

10C
10C
10G
10G

100C
100C
100G
100G
0.1
0.1
0.1

0.100
0.1H
0.1H
1.000
1.000
1H
1H
10.000
10.000
10H
10H

MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913

STANDARD
STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

%94

32.231
31.989
32.084

35.607
36.105
36.266
32.703
32.762
33.396
33.233
28.998
29.345
29.203
29.338

25.644
25.289
26.321
25.684
35.654
36.024
35.710

35.845
36.308
36.656
32.829
32.841
33.312
33.209
29.384
29.444
29.062
29.051

32.101
32.101
32.101

35.940
36.185
36.185
32.732
32.732
33.315
33.315
29.172
29.172
29.271
29.271

25.466
25.466
26.003
26.003
35.796
35.796
35.796

35.902
36.482
36.482
32.835
32.835
33.261
33.261
29.414
29.414
29.057
29.057

0.122
0.122
0.122

0.471
0.114
0.114
0.042
0.042
0.115
0.115
0.246
0.246
0.095
0.095

0.251
0.251
0.450
0.450
0.199
0.199
0.199

0.080
0.245
0.245
0.008
0.008
0.073
0.073
0.042
0.042
0.008
0.008

1.000
1.000
1.000

0.102
0.073
0.065
0.741
0.712
0.462
0.516
9.288
7.328
8.073
7.363

91.628
116.71
57.699
89.123
0.100
0.100
0.100

0.087
0.063
0.050
0.680
0.675
0.489
0.525
7.136
6.852
8.888
8.957

'

1.000
1.000
1.000

0.083
0.069
0.069
0.727
0.727
0.489
0.489
8.308
8.308
7.718
7.718

104.168
104.168
73.411
73.411
0.100
0.100
0.100

0.084
0.057
0.057
0.677
0.677
0.507
0.507
6.994
6.994
8.923
8.923

0.026
0.005
0.005
0.021
0.021
0.038
0.038
1.386
1.386
0.502
0.502

17.734
17.734
22.220
22.220

0.005
0.009
0.009
0.004
0.004
0.025
0.025
0.201
0.201
0.048
0.048



D20
D21
D22
D23
F6
F7

F8
F9
F10

F11
F12
F13
F15
F16
F17
F18
F20
F21
F22

F23
F24
G1

G2
G3
G4
G6
G7

G8
G9
G10

Gl1
G12
G13
G15
G16
G17

100.000
100.000
100H
100H
0.1A
0.1E
0.1E

1A
1A
1E
1E
10A
10A
10E
10E
100A
100A
100E
100E

10
10
10

0.1B
0.100
0.100

1B
1B
1.000
1.000
10B
10B
10.000

MONB88913
MON88913
MON&88913
MON88913
acp
acp

acp

acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp

acp

acp
acp

acp

acp
acp

acp

acp
acp
acp
acp
acp
acp

acp

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

STANDARD
STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
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25.989
25.832
25.924
25.574
22.910
22.776
22.955

23.117
23.148
23.063
22.947
23.051
23.115
22.964
23.010
23.048
23.061
23.248
23.316

26.473
26.400
26.589

23.002
23.034
22.929

22.899
22.983
22.842
22.858
23.072
23.056
23.047

25.910
25.910
25.749
25.749
22.943
22.866
22.866

23.132
23.132
23.005
23.005
23.083
23.083
22.987
22.987
23.054
23.054
23.282
23.282

26.487
26.487
26.487

22.961
22.981
22.981

22.941
22.941
22.850
22.850
23.064
23.064
23.054

0.111
0.111
0.247
0.247
0.046
0.127
0.127

0.022
0.022
0.082
0.082
0.045
0.045
0.033
0.033
0.009
0.009
0.048
0.048

0.096
0.096
0.096

0.058
0.074
0.074

0.060
0.060
0.012
0.012
0.011
0.011
0.010

72.407
80.566
75.679
96.081
105.281
115.110
102.161

91.752
89.897
95.114
102.740
95.848
91.866
101.611
98.518
96.039
95.267
84.107
80.375

10.000
10.000
10.000

99.068
96.988
103.960

106.064
100.276
110.189
109.004
94.548
95.560
96.126

'

76.487
76.487
85.880
85.880
103.041
108.635
108.635

90.825
90.825
98.927
98.927
93.857
93.857
100.065
100.065
95.653
95.653
82.241
82.241

10.000
10.000
10.000

101.849
100.474
100.474

103.170
103.170
109.596
109.596
95.054
95.054
95.658

5.769
5.769
14.427
14.427
3.167
9.156
9.156

1.311
1.311
5.392
5.392
2.816
2.816
2.187
2.187
0.546
0.546
2.639
2.639

3.932
4.930
4.930

4.093
4.093
0.838
0.838
0.716
0.716
0.662



G18
G20
G21
G22
G23

10.000
100B
100B

100.000
100.000
1
1
1

0.1C

0.1G

0.1G
1C
1cC
1G
1G

10C
10C
10G
10G

100C
100C
100G
100G
0.1
0.1

C- MR186
0.100
0.100

0.1H
0.1H
1.000
1.000
1H

acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp

acp

acp
acp
acp
acp
acp
acp

acp

acp
acp
acp

acp

acp
acp
acp
acp
acp

acp

acp
acp

acp
acp
acp
acp

acp

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
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23.062
23.233
23.192
23.420
23.193
29.495
30.049
29.885

22.962
23.057
22.893
22.816
22.885
22.882
22.907

22.979
22.931
22.990
22.946

23.315
23.157
23.330
23.053
33.239
33.629

22.807
22.382

22.774
22.923
22.987
22.903
22.990

23.054
23.212
23.212
23.307
23.307
29.809
29.809
29.809

22.839
22.975
22.975
22.851
22.851
22.895
22.895

22.955
22.955
22.968
22.968

23.236
23.236
23.192
23.192
33.435
33.435

22.595
22.595

22.848
22.848
22.945
22.945
22.951

0.010
0.030
0.030
0.161
0.161
0.285
0.285
0.285

0.174
0.116
0.116
0.049
0.049
0.018
0.018

0.034
0.034
0.031
0.031

0.112
0.112
0.195
0.195
0.195
0.195

0.301
0.301

0.106
0.106
0.059
0.059
0.056

95.190
84.930
87.320
74.996
87.250
1.000
1.000
1.000

101.711
95.516
106.501
112.058
107.050
107.267
105.480

100.588
103.826
99.845
102.811

80.414
89.336
79.647
95.719
0.100
0.100

112.744
149.568

115.288
104.385
100.062
105.801
99.816

'

95.658
86.125
86.125
81.123
81.123
1.000
1.000
1.000

110.768
101.009
101.009
109.554
109.554
106.374
106.374

102.207
102.207
101.328
101.328

84.875
84.875
87.683
87.683
0.100
0.100

131.156
131.156

109.836
109.836
102.931
102.931
102.507

0.662
1.690
1.690
8.665
8.665

12.808
7.767
7.767
3.541
3.541
1.263
1.263

2.289
2.289
2.097
2.097

6.309
6.309
11.365
11.365

26.038
26.038

7.709
7.709
4.058
4.058
3.806



113 1H
114 NTC
115 10.000
116 10.000
117 10H
118 10H
119 NTC
120 100.000
121 100.000
122 100H
123 100H
Chemistry

Experiment Name

Experiment Type

Well Position
Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9

A10

All
Al12
Al13

Al4
A15
Al6
Al18
Al19

Sample Name
100
100
100

0.1A
0.1A
0.1E
0.1E

1A

1A
1E
1E

10A
10A
10E

acp

acp
acp
acp

acp

acp
acp
acp

acp

Target Name
MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913
MON88913

MON88913

MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913

UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

FAM

FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM

TAMRA 22.911
TAMRA 23.025
TAMRA 23.022
TAMRA 23.265
TAMRA 23.135
TAMRA 23.295
TAMRA 23.397
TAMRA 23.214
TAMRA 23.170

22.951

23.024
23.024
23.200
23.200

23.346
23.346
23.192
23.192

Corrida 1031 Datos de software ViiA-7 para ensayo de cuantificacion

TAQMAN

Corrida 1031Limite de Cuantificacion algodén

Task
STANDARD
STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

Reporter

Standard Curve

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM

FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

Quencher
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

CT
25.769
25.667
25.703

35.381
35.409
35.655
36.883

32.302

32.224
33.827
32.106

28.944
28.729
28.494

0.056

0.002
0.002
0.092
0.092

0.072
0.072
0.031
0.031

slope

R2

%Effic.

Ct Mean
25.713
25.713
25.713

35.395
35.395
36.269
36.269

32.263

32.263
32.966
32.966

28.836
28.836
28.575

CtSD
0.052
0.052
0.052

0.020
0.020
0.868
0.868

0.055

0.055
1.217
1.217

0.152
0.152
0.113

105.198

97.538
97.712
83.140
90.651

81.531
76.163
86.016
88.574

MON-88913-8

-3.378

0.994

97.73
Quantity
100.000
100.000
100.000

0.121
0.119
0.100
0.043

0.987

1.041
0.349
1.129

9.740
11.280
13.235

97
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102.507

97.625
97.625
86.895
86.895

78.847
78.847
87.295
87.295

Quantity Mean

0.120
0.120
0.072
0.072

1.014

1.014
0.739
0.739

10.510
10.510
12.550

3.806

0.123
0.123
5.311
5.311

3.796
3.796
1.809
1.809

Acp-1
-3.488

1
93.52
Quantity SD

0.002
0.002
0.040
0.040

0.038

0.038
0.551
0.551

1.089
1.089
0.968



A20
A21
A23
A24
Bl
B2
B4
B5

B6
B7
B9

B10

B11
B12
B13

B14
B15

B16
B17
B18

B19
B20

B21
B22
B23

B24
C1
Cc2
C4
C5
C6

Cc7
C8
C9

C10
Ci1

100A
100A
100E

10
10

0.1B

0.1B
0.100

1B

1B
1.000
1.000

10B

10B
10.000
10.000

100B

100B
100.000
100.000

0.1C
0.1C

0.1G
0.1G

1C
1C

MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913

MONB88913

MON88913
MON88913

MON88913

MON88913
MON88913
MON88913

MON88913

MON88913
MON88913
MON88913

MON88913

MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913

MON88913
MON88913

MON88913
MON88913

MON88913
MON88913

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

STANDARD
STANDARD

UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM

FAM

FAM
FAM

FAM

FAM
FAM
FAM

FAM

FAM
FAM
FAM

FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM

FAM
FAM

FAM
FAM

FAM
FAM

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB

25.802
25.321
25.646

28.577
28.621

38.089

35.240
35.409

32.305

32.676
35.284
32.306

29.703

28.275
28.895
28.974

25.489

25.478
25510
25.603

32.318
32.234

37.343
36.123

37.211
35.547

32.021
32.556

25.562
25.562
25.629

28.636
28.636

36.664

36.664
35.469

32.491

32.491
33.795
33.795

28.989

28.989
28.935
28.935

25.483

25.483
25.557
25.557

32.266
32.266

36.733
36.733

36.379
36.379

32.289
32.289

0.341
0.341
0.023

0.069
0.069

2.014

2.014
0.085

0.262

0.262
2.106
2.106

1.010

1.010
0.056
0.056

0.008

0.008
0.066
0.066

0.045
0.045

0.862
0.862

1.177
1.177

0.378
0.378

82.934
115.177
92.279

10.000
10.000

0.019

0.133
0.119

0.985

0.765
0.129
0.984

5.807

15.369
10.071
9.542

102.704

103.490
101.212
95.015

1.000
1.000

0.032
0.073

0.035
0.108

1.195
0.830

98
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99.056
99.056
93.329

0.076

0.076
0.114

0.875

0.875
0.557
0.557

10.588

10.588
9.807
9.807

103.097

103.097
98.113
98.113

0.052
0.052

0.071
0.071

1.013
1.013

22.799
22.799
1.485

0.081

0.081
0.007

0.156

0.156
0.605
0.605

6.761

6.761
0.374
0.374

0.556

0.556
4.382
4.382

0.029
0.029

0.052
0.052

0.258
0.258



C13
Cl4
C15

Cl6
C17
C18

C19
C20
c21
Cc23
C24
D1

D2
D3
D4

D5
D6
D7
D9
D10
D11
D13
D14
D15
D16
D18
D19
D20
D21
D23
F10
F11
F13
F14
F15

1G

10C

10C
10G
10G

100C
100C
100G

0.1

0.1
0.1

0.100
0.100
0.1H

1.000
1.000
1H

10.000
10.000
10H

100.000
100.000
100H
1A
1A
1E

10A

MON88913

MON88913

MONB88913
MON88913
MONB88913

MONB88913
MON88913
MONB88913

MON88913

MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913

MON88913
MON88913
MON88913

MON&88913

MON88913

MON&88913
acp
acp

acp

acp

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

STANDARD

STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN

FAM

FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM

FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM

NFQ-MGB

NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

NFQ-MGB

NFQ-MGB

NFQ-MGB
TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA

32.605

28.636

28.997
30.593
29.023

25.701
25.520
25.627

36.367

35.299
35.618

36.255
36.090
36.130

32.990
33.024
33.131

29.153
29.206
29.008

25.874
25.713
25.715
24.178
24.231
23.820

24.130

32.837

28.816

28.816
29.808
29.808

25.610
25.610
25.706

35.761

35.761
35.761

36.173
36.173
36.093

33.007
33.007
33.042

29.180
29.180
29.032

25.793
25.793
25.823
24.205
24.205
23.918

24.085

0.329

0.255

0.255
1111
1111

0.128
0.128
0.112

0.548

0.548
0.548

0.117
0.117
0.051

0.024
0.024
0.125

0.038
0.038
0.035

0.114
0.114
0.153
0.038
0.038
0.139

0.064

0.803

12.020

9.398
3.164
9.233

88.895
100.545
93.488

0.100

0.100
0.100

0.067
0.075
0.073

0.618
0.603
0.561

8.447
8.146
9.325

78.975

88.166

88.056
115.408
111.431
146.230

119.130

99
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0.694

10.709

10.709
6.198
6.198

94.720
94.720
88.710

0.071
0.071
0.074

0.610
0.610
0.597

8.297
8.297
9.172

83.571
83.571
81.999
113.419
113.419
137.329

122.798

0.154

1.854

1.854
4.291
4,291

8.238
8.238
6.757

0.006
0.006
0.003

0.010
0.010
0.051

0.212
0.212
0.216

6.499
6.499
8.565
2.812
2.812
12.588

5.187



F16
F18
F19
F20
F21
F23
F24
Gl

G2
G3
G4

G5
G6
G7
G9
G10

Gl1
G12
G13

G14
G15

G16
G17
G18

G19
G20
G21
G23
G24
H1

H2
H3
H4

H5
H6
H7

10A
10E

100A
100A
100E

10

10
10

0.1B
0.1B
0.100

1B

1B
1.000
1.000

10B

10B
10.000
10.000

100B
100B
100.000

0.1C
0.1C
0.1G

acp

acp

acp
acp

acp

acp

acp
acp

acp
acp

acp

acp

acp
acp
acp

acp

acp
acp
acp

acp
acp

acp

acp

acp
acp

acp
acp

acp

UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

STANDARD

STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

STANDARD

STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM

FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM

FAM
FAM
FAM

FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM

FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA

TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA

TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

100

24.040
23.957

24.291
24.308
24.376

27.780

27.788
27.863

24.216
23.941
23.929

23.863

23.753
24.043
23.863

24.279

24.016
24.241
24.317

24.370
24.327
24.309

31.313

31.408
31.313

24.113
23.958
23.959

24.085
23.995

24.300
24.300
24.390

27.810

27.810
27.810

24.079
24.079
23.898

23.808

23.808
23.953
23.953

24.147

24.147
24.279
24.279

24.349
24.349
24.345

31.345

31.345
31.345

24.035
24.035
23.931

0.064
0.054

0.012
0.012
0.020

0.046

0.046
0.046

0.195
0.195
0.043

0.078

0.078
0.128
0.128

0.186

0.186
0.054
0.054

0.030
0.030
0.052

0.055

0.055
0.055

0.109
0.109
0.039

126.465
133.543

107.114
105.914
101.269

10.000

10.000
10.000

112.563
134.997
136.099

142.075

152.778
126.161
142.128

108.013

128.474
110.715
105.294

101.702
104.608
105.885

1.000

1.000
1.000

120.526
133.465
133.401

'

122.798
130.261

106.514
106.514
100.354

123.780
123.780
138.868

147.426

147.426
134.145
134.145

118.243

118.243
108.004
108.004

103.155
103.155
103.390

126.995
126.995
135.881

5.187
4.641

0.848
0.848
1.294

15.863
15.863
3.916

7.569

7.569
11.291
11.291

14.467

14.467
3.833
3.833

2.055
2.055
3.529

9.149
9.149
3.507



1C
1C
1G
1G
10C

10C
10G
10G

100C

100C
100G
100G

0.1
0.1

0.100
0.100
0.1H

1.000
1.000
1H

10.000
10.000
10H
100.000
100.000
100H

acp
acp
acp
acp
acp

acp
acp
acp

acp

acp
acp
acp

acp

acp

acp
acp

acp

acp
acp

acp

acp
acp
acp
acp
acp

acp

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

STANDARD
STANDARD

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA

TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA

101

23.986
24.004
24.067
23.970
24.088

24.065
24.012
24.013

24.565

24.229
24.476
24.191

34.949
34.867

23.995
23.912
24.166

24.195
24.095
23.964

24.169
24.104
24.168
24.474
24.391
24.454

23.995
23.995
24.018
24.018
24.077

24.077
24.012
24.012

24.397

24.397
24.334
24.334

34.900
34.900

23.953
23.953
24.130

24.145
24.145
24.003

24.137
24.137
24.173
24.432
24.432
24.458

0.013
0.013
0.069
0.069
0.016

0.016
0.001
0.001

0.238

0.238
0.201
0.201

0.044
0.044

0.059
0.059
0.051

0.071
0.071
0.055

0.046
0.046
0.007
0.059
0.059
0.006

131.014
129.471
124.227
132.466
122.479

124.376
128.817
128.753

89.425

111.644
94.841
114.416

0.100
0.100

130.242
137.636
116.359

114.182
121.954
132.937

116.109
121.175
116.168
94.965
100.304
96.226

'

130.242
130.242
128.346
128.346
123.428

123.428
128.785
128.785

100.535

100.535
104.628
104.628

133.939
133.939
119.200

118.068
118.068
129.588

118.642
118.642
115.795
97.634
97.634
95.947

1.090
1.090
5.826
5.826
1.341

1.341
0.046
0.046

15.711

15.711
13.842
13.842

5.228
5.228
4.017

5.495
5.495
4.736

3.582
3.582
0.528
3.775
3.775
0.394



Corrida 1124 Datos de software LC-480 para ensayo de cuantificacion

Experiment Name Corrida 1025 Limite cuantificacion mezclas de algodén 0.1-1%
Experiment Type Standard Curve
MON-88913-8 Curva

Pos Name Cp Concentration Error: 0.00697
Al Sample 1 25.73 9.40E+01 Efficiency: 2.012
A2 Sample 2 25.62 1.01E+02 Slope: -3.293
A3 Sample 3 25.32 1.25E+02 Yintercept: 32.22
A4 0.10% 34.75 1.71E-01
A5 0.10% 35.21 1.24E-01
A6 0.10% 34.86 1.59E-01
A7 0.10% 35.44 1.05E-01
A8 1% 3451 2.03E-01
A9 1% 31.83 1.32E+00
Al0 1% 32.02 1.16E+00
All 1% 31.79 1.35E+00
Al12 C- MR186 - -
B1 Sample 13 29.22 8.19E+00
B2 Sample 14 28.94 9.91E+00
B3 Sample 15 28.95 9.84E+00
B4 0.10% 35.44 1.06E-01
B5 0.10% 34.98 1.46E-01
B6 0.10% 35.49 1.02E-01
B7 0.10% 355 1.01E-01
B8 1% 32.32 9.35E-01
B9 1% 32.01 1.16E+00
B10 1% 32.08 1.11E+00
B11 1% 32.04 1.14E+00
B12 C-MR186 - -
C1 Sample 25 32.22 1.00E+00
Cc2 Sample 26 32.52 8.15E-01
C3 Sample 27 32.16 1.05E+00
C4 0.10% 34.8 1.65E-01
C5 0.10% 34.95 1.48E-01
C6 0.10% 35.08 1.36E-01

(
| 102

'



c7
C8
C9
C10
Ci1
C12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12

Pos
El

E2
E3
E4
ES
E6
E7
E8
E9
E10
Ell
E12
F1
F2
F3

0.10%
1%
1%
1%
1%

NTC
Sample 37
Sample 38
Sample 39

0.10%

0.10%

0.10%

0.10%
1%
1%
1%
1%

NTC

Name
Sample 49
Sample 50
Sample 51

0.10%

0.10%

0.10%

0.10%

1%
1%
1%
1%
C- MR100
Sample 61
Sample 62
Sample 63

35.17
32.17
31.87
32.03
31.58

35.53
35.51
35.48
35.33
35.1
35.13
35.55
32.25
32.14
30.92
32.1

Acp-1
Cp
24.47
24.33
24.44
23.85
23.76
23.85
23.88
23.86
23.86
23.88
23.86

27.67
27.75
27.74

103

1.27E-01
1.04E+00
1.28E+00
1.14E+00
1.57E+00
9.91E-02
1.00E-01
1.02E-01
1.14E-01
1.34E-01
1.31E-01
9.79E-02
9.80E-01
1.06E+00
2.49E+00
1.09E+00

Concentration
1.01E+02

1.12E+02
1.03E+02
1.59E+02
1.70E+02
1.59E+02
1.56E+02
1.58E+02
1.58E+02
1.55E+02
1.57E+02
9.85E+00
9.29E+00
9.38E+00

'

Curva
Error: 0.0103
Efficiency: 2.071
Slope: -3.163
Yintercept: 30.78
Link: 0.000



F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
Heé
H7
H8
Ho
H10
H11
H12

0.10%
0.10%
0.10%
0.10%
1%
1%
1%
1%
C- MR100
Sample 73
Sample 74
Sample 75
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%
1%
1%
1%
1%
NTC
Sample 85
Sample 86
Sample 87
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%
1%
1%
1%
1%
NTC

23.88
23.99
23.91
23.93
24.03
24.04
23.96
24.07

30.72
30.77
30.93
23.96
23.91
24.01
24.04
24.09
24
24.02
24.01

34.09
33.9
33.34
23.91
22.89
23.99
23.92
23.97
23.95
23.94
24.01

104

1.56E+02
1.44E+02
1.52E+02
1.50E+02
1.40E+02
1.38E+02
1.47E+02
1.36E+02
1.07E+00
1.03E+00
9.20E-01
1.46E+02
1.52E+02
1.42E+02
1.39E+02
1.33E+02
1.43E+02
1.41E+02
1.42E+02
9.21E-02
1.05E-01
1.59E-01
1.53E+02
3.20E+02
1.44E+02
1.51E+02
1.46E+02
1.48E+02
1.49E+02
1.42E+02

'



Corrida 1131 Datos de software LC-480 para ensayo de cuantificacion

Experiment Name Corrida 1025 Limite cuantificacién mezclas de algodén 0.1-1%
Experiment Type Standard Curve
MON-88913-8 CURVA
Pos Name Cp Concentration Standard Error: 0.0212
Al Sample 1 24.73 1.00E+02 100 Efficiency: 1.911
A2 Sample 2 24.72 1.00E+02 100 Slope: -3.556
A3 Sample 3 24.75 9.86E+01 100 Yintercept: 31.70
A4 10% 27.82 1.35E+01 0 Link: 0.000
A5 10% 27.86 1.32E+01 0
A6 10% 27.87 1.30E+01 0
A7 10% 27.84 1.33E+01 0
A8 100% 24.81 9.44E+01 0
A9 100% 24.85 9.23E+01 0
Al0 100% 24.8 9.54E+01 0
All 100% 24.81 9.47E+01 0
Al2 C- MR186 - - 0
B1 Sample 13 28.3 9.87E+00 10
B2 Sample 14 28.28 1.00E+01 10
B3 Sample 15 28.28 1.00E+01 10
B4 10% 27.71 1.45E+01 0
B5 10% 27.77 1.39E+01 0
B6 10% 27.85 1.32E+01 0
B7 10% 27.78 1.39E+01 0
B8 100% 24.84 9.27E+01 0
B9 100% 24.83 9.33E+01 0
B10 100% 24.84 9.26E+01 0
B11 100% 24.83 9.32E+01 0
B12 C- MR186 - - 0
c1 Sample 25 31.67 1.11E+00 1
c2 Sample 26 31.77 1.04E+00 1
C3 Sample 27 31.85 9.90E-01 1
C4 10% 27.92 1.27E+01 0
C5 10% 27.83 1.34E+01 0
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C6
c7
Cc8
C9
C10
C11
Ci12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12

Pos
E1l
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9

E10

E11

E12
F1
F2

10%
10%
100%
100%
100%
100%
NTC
Sample 37
Sample 38
Sample 39
10%
10%
10%
10%
100%
100%
100%
100%
NTC

Name
Sample 49
Sample 50
Sample 51

10%
10%
10%
10%

100%

100%

100%

100%
C- MR100
Sample 61
Sample 62

27.86
27.9
24.86
24.82
24.85
24.85

35.58
351
35.08
27.79
27.73
27.72
27.7
24.86
24.87
2491
24.91

Cp
23.94
24.01
23.96
23.71
23.69
23.7
23.74
24.3
24.29
24.27
24.22

27.6
27.52

acp-1

1.31E+01
1.28E+01
9.15E+01
9.39E+01
9.24E+01
9.22E+01
8.88E-02
1.21E-01
1.23E-01
1.37E+01
1.43E+01
1.44E+01
1.45E+01
9.16E+01
9.12E+01
8.86E+01
8.85E+01

Concentration
1.06E+02
1.02E+02
1.05E+02
1.24E+02
1.26E+02
1.25E+02
1.21E+02
8.36E+01
8.41E+01
8.51E+01
8.79E+01
9.07E+00
9.57E+00

(
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CURVA
Error: 0.0130
Efficiency: 1.958
Slope: -3.426
Yintercept: 30.87
Link: 0.110



F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12

Sample 63
10%
10%
10%
10%

100%
100%
100%
100%

C- MR100

Sample 73

Sample 74

Sample 75
10%
10%
10%
10%

100%
100%
100%
100%
NTC

Sample 85

Sample 86

Sample 87
10%
10%
10%
10%

100%
100%
100%
100%
NTC

27.62
23.7
23.69
23.73
23.75
24.19
24.06
24.14
24.14

30.81
30.78
30.8
23.81
23.79
23.77
23.79
24.17
24.15
24.12
2411

34.16
34.29
34.8
23.66
23.66
23.69
23.7
24.08
24.1
24.14
24.13

8.97E+00
1.24E+02
1.26E+02
1.22E+02
1.20E+02
9.00E+01
9.77E+01
9.30E+01
9.26E+01
1.05E+00
1.07E+00
1.05E+00
1.16E+02
1.18E+02
1.19E+02
1.18E+02
9.12E+01
9.21E+01
9.40E+01
9.48E+01
1.10E-01
1.00E-01
7.11E-02
1.28E+02
1.28E+02
1.25E+02
1.25E+02
9.66E+01
9.54E+01
9.27E+01
9.34E+01
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Experiment Name

Experiment Type

Pos
Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
Al10
All
Al12
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
C1
c2
C3
Cc4
C5

Name
Sample 1
Sample 2
Sample 3

0.10%

0.10%

0.10%

0.10%

1%
1%
1%
1%
NTC
Sample 13
Sample 14
Sample 15

0.10%

0.10%

0.10%

0.10%

1%
1%
1%
1%
NTC
Sample 25
Sample 26
Sample 27
0.10%
0.10%

Cp
24.24
24.14
24.26
33.71

34.1
33.84
33.73
31.09
31.23
31.25
31.16

27.72
27.71
27.64
33.96
33.99
33.99
33.94
31.2
31.17
31.31
31.33

31.06
31.08
31.07
34.03
34.2

Anexo IV

Corrida 1142 Datos de software LC-480 para ensayo de cuantificacion Reproducibilidad

Corrida 1142 Limite cuantificacion mezclas de algodén 0,1-1%

MON 88913-8

Standard Curve

Concentration
1.01E+02
1.08E+02
9.99E+01
1.71E-01
1.31E-01
1.57E-01
1.69E-01
9.98E-01
9.09E-01
8.97E-01
9.52E-01

9.73E+00
9.76E+00
1.02E+01
1.45E-01
1.41E-01
1.42E-01
1.47E-01
9.33E-01
9.49E-01
8.66E-01
8.51E-01

1.02E+00
1.01E+00
1.01E+00
1.38E-01
1.23E-01
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Curva
Error: 0.00499
Efficiency: 1.962
Slope: -3.416
Yintercept: 31.11
Link: 0.000



Cc6
c7
cs
co

C10

ci1

ci12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9

D10

D11

D12

Pos
El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9

E10

E11l

E12
F1
F2

0.10%
0.10%
1%

1%

1%

1%

C-
Sample 37
Sample 38
Sample 39
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%
1%

1%

1%

1%

C-

Name
Sample 49
Sample 50
Sample 51

0.10%

0.10%

0.10%

0.10%

1%

1%

1%

1%

C-
Sample 61
Sample 62

34.1
34.22
31.22

31.2
31.23

31.3

34.43
34.56
34.83
34.51
34.14

31.46
31.28
31.32
31.23

Cp
23.87
23.79

23.8
23.63
23.71
23.67
23.65
23.75
23.81
23.92
23.89

27.21
27.27

Acp-1

1.32E-01
1.21E-01
9.15E-01
9.27E-01
9.14E-01
8.67E-01

1.06E-01
9.66E-02
8.04E-02
9.99E-02
1.28E-01

7.82E-01
8.81E-01
8.59E-01
9.14E-01

Concentration
9.44E+01
9.95E+01
9.90E+01
1.11E+02
1.05E+02
1.08E+02
1.09E+02
1.03E+02
9.82E+01
9.16E+01
9.37E+01

1.06E+01
1.02E+01
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Curva
Error: 0.00276
Efficiency: 1.925
Slope: -3.516
Yintercept: 30.68
Link: 0.983



F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
He
H7
H8
H9
H10
H11
H12

Sample 63
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%

1%

1%

1%

1%

C-
Sample 73
Sample 74
Sample 75

0.10%
0.10%
0.10%
0.10%

1%

1%

1%

1%

NTC

Sample 85

Sample 86

Sample 87
0.10%
0.10%
0.10%
0.10%

1%

1%

1%

1%

NTC

27.28
23.78
23.74
23.75
23.77
23.89
23.84
23.94
23.96

30.82
30.83
30.84
23.78
23.74
23.71
23.84
23.94
23.95
23.98
24.01

34.19
33.9
34
23.89
23.79
23.76
23.74
23.81
2391
23.89
23.95

1.02E+01
1.00E+02
1.03E+02
1.03E+02
1.01E+02
9.33E+01
9.68E+01
9.02E+01
8.93E+01

9.99E-01
9.90E-01
9.83E-01
1.00E+02
1.03E+02
1.05E+02
9.63E+01
9.03E+01
9.00E+01
8.78E+01
8.66E+01

8.57E-02
1.08E-01
1.00E-01
9.31E+01
9.96E+01
1.02E+02
1.03E+02
9.84E+01
9.22E+01
9.35E+01
8.99E+01
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Corrida 1150 Datos de software LC-480 para ensayo de cuantificacion Reproducibilidad

Experiment Name Corrida 1150Limite cuantificacion mezclas de algodén 0,1-1%
Experiment Type Standard Curve
MON-88913-8 Curva

Pos Name Cp Concentration Standard Error: 0.00499
Al Sample 1 24.3 1.03E+02 100 Efficiency: 1.962
A2 Sample 2 24.34 1.00E+02 100 Slope: -3.416
A3 Sample 3 24.45 9.36E+01 100 Yintercept: 31.11
A4 10% 27.87 9.59E+00 0 Link: 0.000
A5 10% 27.9 9.35E+00 0
A6 10% 27.92 9.23E+00 0
A7 10% 27.92 9.23E+00 0
A8 100% 24.3 1.04E+02 0
A9 100% 24.33 1.01E+02 0
Al0 100% 24.32 1.02E+02 0
All 100% 24.29 1.04E+02 0
Al12 NTC 0
B1 Sample 13 27.82 9.89E+00 10
B2 Sample 14 27.81 9.93E+00 10
B3 Sample 15 27.78 1.02E+01 10
B4 10% 27.98 8.89E+00 0
B5 10% 28.02 8.64E+00 0
B6 10% 28.02 8.63E+00 0
B7 10% 27.96 9.03E+00 0
B8 100% 24.34 1.01E+02 0
B9 100% 24.42 9.55E+01 0
B10 100% 24.48 9.15E+01 0
B11 100% 24.46 9.30E+01 0
B12 NTC 0
C1 Sample 25 31.23 1.01E+00 1
c2 Sample 26 31.25 1.00E+00 1
C3 Sample 27 31.48 8.63E-01 1
C4 10% 27.91 9.31E+00 0
C5 10% 27.9 9.35E+00 0
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C6
c7
Cc8
C9
C10
c1
Ci12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12

Pos
El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9

E10

E11

E12
F1
F2

10%
10%
100%
100%
100%
100%
C- MR186
Sample 37
Sample 38
Sample 39
10%
10%
10%
10%
100%
100%
100%
100%
C- MR186

Name
Sample 49
Sample 50
Sample 51

10%
10%
10%
10%

100%

100%

100%

100%

NTC
Sample 61
Sample 62

27.95
27.93
24.47
24.46
24.49
24.49

35.12
34.78
35.54
27.92
27.81
27.86
27.91
24.46
24.47
24.5
24.53

Cp
24
23.94
23.94
23.63
23.64
23.61
23.62
23.92
23.9
24.01
23.99

2751
27.37

acp-1

9.05E+00
9.16E+00
9.24E+01
9.30E+01
9.08E+01
9.09E+01

1.00E-01
1.20E-01
8.06E-02
9.26E+00
9.96E+00
9.61E+00
9.28E+00
9.28E+01
9.22E+01
9.04E+01
8.87E+01

Concentration

9.59E+01
1.00E+02
1.00E+02
1.24E+02
1.23E+02
1.25E+02
1.24E+02
1.02E+02
1.03E+02
9.56E+01
9.67E+01

9.10E+00
1.00E+01
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Error: 0.00276
Efficiency: 1.925
Slope: -3.516
Yintercept: 30.68
Link: 0.983



F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12

Sample 63
10%
10%
10%
10%
100%
100%
100%
100%
NTC

Sample 73

Sample 74

Sample 75
10%
10%
10%
10%

100%
100%
100%
100%

C- MR100

Sample 85

Sample 86

Sample 87
10%
10%
10%
10%

100%
100%
100%
100%

C- MR100

27.32
24.01
24.03
24
23.99
24.04
24.03
24.05
24.06

30.79
30.69
30.69
24.03
24.08
24
24.04
23.98
23.98
24.02
24.02

33.96
34.16
33.95
24.07
23.96
23.93
24.04
23.95
23.97
24.08
24.04

1.03E+01
9.57E+01
9.46E+01
9.61E+01
9.67E+01
9.34E+01
9.43E+01
9.32E+01
9.24E+01

1.00E+00
1.07E+00
1.07E+00
9.45E+01
9.11E+01
9.60E+01
9.34E+01
9.72E+01
9.77E+01
9.51E+01
9.47E+01

1.19E-01
1.04E-01
1.20E-01
9.18E+01
9.85E+01
1.01E+02
9.36E+01
9.93E+01
9.81E+01
9.12E+01
9.38E+01
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Name
Experiment Type
Instrument
Position Sample

Al

A2

A3

A4 0.1A
A5 0.1A
A6 0.1E
A7 0.1E
A8 1A
A9 1A
A10 1E
All 1E
Al12 C- MR186
B1

B2

B3

B4 0.1B
B5 0.1B
B6 0.1F
B7 0.1F
B8 1B
B9 1B
B10 1F
B11 1F
B12 C- MR186
C1

c2

C3

C4 0.1C
C5 0.1C

Corrida 1148 Datos de software ViiA-7 para ensayo de cuantificacion Reproducibilidad

Corrida 1148 limite cuantificacion mezclas de algodén 0,1-1%

Target
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913

Standard Curve
ViiA7
Task

STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN

Reporter
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

MON-88913-8
acp-1

Quencher CT
NFQ-MGB 25.213
NFQ-MGB 25.536
NFQ-MGB 25.182
NFQ-MGB 35.705
NFQ-MGB 35.978
NFQ-MGB 35.559
NFQ-MGB 35.968
NFQ-MGB 32.586
NFQ-MGB 32.367
NFQ-MGB 32.598
NFQ-MGB 32.727
NFQ-MGB 35.707
NFQ-MGB 28.434
NFQ-MGB 28.254
NFQ-MGB 28.178
NFQ-MGB 35.581
NFQ-MGB 36.016
NFQ-MGB 35.515
NFQ-MGB 35.681
NFQ-MGB 32.470
NFQ-MGB 32.523
NFQ-MGB 32.615
NFQ-MGB 32.768
NFQ-MGB -
NFQ-MGB 32.037
NFQ-MGB 31.981
NFQ-MGB 31.838
NFQ-MGB 35.694
NFQ-MGB 35.288

(

114

Ct Threshold

0.109
0.076

Ct Mean

25.310
25.310
25.310
35.842
35.842
35.763
35.763
32.477
32.477
32.663
32.663
35.707
28.289
28.289
28.289
35.798
35.798
35.598
35.598
32.496
32.496
32.691
32.691
35.707
31.952
31.952
31.952
35.491
35.491

CtSD

0.196
0.196
0.196
0.194
0.194
0.289
0.289
0.155
0.155
0.091
0.091

0.131
0.131
0.131
0.307
0.307
0.117
0.117
0.037
0.037
0.109
0.109

0.102
0.102
0.102
0.287
0.287

Y-Intercept
32.071
20

Quantity
100.000
100.000
100.000
0.091
0.076
0.101
0.077
0.712
0.823
0.707
0.649
0.091
10.000
10.000
10.000
0.099
0.074
0.104
0.093
0.769
0.743
0.699
0.632

1.000
1.000
1.000
0.092
0.120

R2
0.995

0.998

Quantity
Mean

0.084
0.084
0.089
0.089
0.768
0.768
0.678
0.678
0.091

0.087
0.087
0.098
0.098
0.756
0.756
0.666
0.666

0.106
0.106

'

Slope
-3.496

-3.531
Quantity
SD

0.011
0.011
0.017
0.017
0.078
0.078
0.041
0.041

0.017
0.017
0.008
0.008
0.019
0.019
0.048
0.048

0.020
0.020



C6
c7
Cc8
C9
C10
c1
Ci12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
E1l
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
Ell

E12

F1
F2
F3

0.1G

0.1G
1C
1C
1G
1G

NTC

0.1D
0.1D
0.1H
0.1H
1D
1D
1H
1H
NTC

0.1A
0.1A
0.1E
0.1E
1A
1A
1E
1E

NTC

MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MONB88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MONB88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MONB88913 STANDARD FAM NFQ-MGB
MON88913 STANDARD FAM NFQ-MGB
MONB88913 STANDARD FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
MON88913 UNKNOWN FAM NFQ-MGB
acp STANDARD FAM TAMRA
acp STANDARD FAM TAMRA
acp STANDARD FAM TAMRA
acp UNKNOWN FAM TAMRA
acp UNKNOWN FAM TAMRA
acp UNKNOWN FAM TAMRA
acp UNKNOWN FAM TAMRA
acp UNKNOWN FAM TAMRA
acp UNKNOWN FAM TAMRA
acp UNKNOWN FAM TAMRA
acp UNKNOWN FAM TAMRA
acp UNKNOWN FAM TAMRA
acp STANDARD FAM TAMRA
acp STANDARD FAM TAMRA
acp STANDARD FAM TAMRA
(

35.923
36.133
32.501
32.500
32.246
32.742
16.528
36.072
35.441
35.716
36.280
35.992
36.567
36.360
32.500
32.492
32.180
32.467

23.937
23.954
23.960
23.698
23.632
23.615
23.592
23.797
23.705
23.836
23.779

15.985

27.332
27.305
27.251

115

36.028 0.149 0.079 0.074
36.028 0.149 0.069 0.074
32.500 0.001 0.754 0.754
32.500 0.001 0.754 0.754
32.494 0.351 0.892 0.767
32.494 0.351 0.643 0.767
12.295 5.986 27,926.455 -
35.743 0.316 0.100
35.743 0.316 0.100
35.743 0.316 0.100
36.136 0.204 0.063 0.069
36.136 0.204 0.076 0.069
36.463 0.146 0.052 0.056
36.463 0.146 0.059 0.056
32.496 0.005 0.754 0.756
32.496 0.005 0.758 0.756
32.323 0.202 0.931 0.851
32.323 0.202 0.771 0.851
23.951 0.012 100.000
23.951 0.012 100.000
23.951 0.012 100.000
23.665 0.047 110.954 113.394
23.665 0.047 115.834 113.394
23.604 0.017 117.079 117.997
23.604 0.017 118.914 117.997
23.751 0.065 104.032 107.231
23.751 0.065 110.430 107.231
23.807 0.041 101.373 103.319
23.807 0.041 105.266 103.319
13.647 3.307 16,957.334  187,460.938
27.296 0.041 10.000
27.296 0.041 10.000
27.296 0.041 10.000

]

)

0.007
0.007
0.000
0.000
0.176
0.176

0.009
0.009
0.005
0.005
0.003
0.003
0.113
0.113

3.451
3.451
1.297
1.297
4.524
4.524
2.753

2.753

241,128.5
00



F4
F5
F6
F7
F8
F9

F10

F11

F12

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
Gl1
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12

0.1B
0.1B
0.1F
0.1F
1B
1B
1F
1F

NTC

0.1C
0.1C
0.1G
0.1G
1C
1C
1G
1G
C- MR100

0.1D
0.1D
0.1H
0.1H
1D
1D
1H
1H

C- MR100

acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp

acp

UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
STANDARD FAM TAMRA
STANDARD FAM TAMRA
STANDARD FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
STANDARD FAM TAMRA
STANDARD FAM TAMRA
STANDARD FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA
UNKNOWN FAM TAMRA

(

23.639
23.772
23.750
23.737
23.855
23.800
23.852
23.838

11.309

30.894
30.760
30.818
23.762
23.823
23.781
23.734
23.944
23.854
23.853
23.853
41.795
34.723
34.749
34.163
23.716
23.735
23.737
23.757
23.715
23.749
23.673
23.724

116

23.706 0.094 115.289 110.497
23.706 0.094 105.705 110.497
23.743 0.009 107.275 107.712
23.743 0.009 108.148 107.712
23.827 0.039 100.162 101.992
23.827 0.039 103.823 101.992
23.845 0.010 100.329 100.806
23.845 0.010 101.282 100.806
13.647 3307 79453 187,460,938
30.824 0.067 1.000
30.824 0.067 1.000
30.824 0.067 1.000
23.793 0.043 106.390 104.314
23.793 0.043 102.238 104.314
23.757 0.033 105.126 106.747
23.757 0.033 108.367 106.747
23.899 0.063 94.499 97.347
23.899 0.063 100.195 97.347
23.853 0.000 100.257 100.255
23.853 0.000 100.253 100.255
41.795 0.001 0.001
34.545 0.331 0.100
34.545 0.331 0.100
34.545 0.331 0.100
23.725 0.013 109.665 108.996
23.725 0.013 108.328 108.996
23.747 0.014 108.133 107.439
23.747 0.014 106.744 107.439
23.732 0.024 109.729 108.521
23.732 0.024 107.313 108.521
23.699 0.036 112.773 110.910
23.699 0.036 109.047 110.910

>41.795

)|

)

6.776
6.776
0.617
0.617
2.589
2.589
0.674

0.674

241,128.5
00

2.936
2.936
2.292
2.292
4.028
4.028
0.003
0.003

0.946
0.946
0.983
0.983
1.708
1.708
2.634
2.634



Position
Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9

Al10
All
Al12
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
C1
Cc2
C3
Cc4
C5
C6

Experiment Name
Experiment Type
Instrument Type

Sample Name

C-

C-

10A
10A
10E
10E
100A
100A
100E
100E
MR186

10B
10B
10F
10F
100B
100B
100F
100F
MR186

10C
10C
10G

Target Name
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913
MON88913

Corrida 1151 Datos de software ViiA-7 para ensayo de cuantificacion Reproducibilidad

Corrida 1150Limite cuantificacion mezclas de algodén 10-100%

Standard Curve

Task
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

ViiA 7

Reporter
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

Quencher
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB

(
| 1w

Ct Threshold Y-Intercept R2
MON-88913-8 0.113 31.824 0.998
acp-1 0.068 29.927 0.998
CT Ct Mean Ct SD Quantity Quantity Mean
25.283 25.211 0.062 100.000 100.000
25.170 25.211 0.062 100.000 100.000
25.181 25.211 0.062 100.000 100.000
28.794 28.753 0.058 7.936 8.165
28.711 28.753 0.058 8.395 8.165
28.783 28.756 0.038 7.996 8.144
28.729 28.756 0.038 8.292 8.144
25.035 25.062 0.038 103.624 101.732
25.090 25.062 0.038 99.840 101.732
25.204 25.229 0.035 92.345 90.792
25.254 25.229 0.035 89.239 90.792
42.556 36.256 8.910 0.001 1.794
28.357 28.274 0.095 10.000 10.000
28.170 28.274 0.095 10.000 10.000
28.294 28.274 0.095 10.000 10.000
28.868 28.774 0.133 7.541 8.058
28.680 28.774 0.133 8.574 8.058
28.820 28.754 0.093 7.796 8.162
28.689 28.754 0.093 8.528 8.162
25.070 25.095 0.036 101.198 99.482
25.120 25.095 0.036 97.766 99.482
25.150 25.214 0.090 95.791 91.792
25.278 25.214 0.090 87.794 91.792
29.955 36.256 8.910 3.586 1.794
31.883 31.815 0.098 1.000 1.000
31.859 31.815 0.098 1.000 1.000
31.703 31.815 0.098 1.000 1.000
28.689 28.701 0.016 8.524 8.458
28.712 28.701 0.016 8.392 8.458
28.693 28.718 0.035 8.500 8.361
]
)

Slope

-3.368

-3.440
Quantity SD

0.324
0.324
0.209
0.209
2.676
2.676
2.196
2.196
2.536

0.731
0.731
0.517
0.517
2.427
2.427
5.654
5.654
2.536

0.093
0.093
0.198



c7
c8
c9
c10
cl1
c12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
E1
E2
E3
E4
E5
E6
E7
ES
E9
E10
E11
E12
F1
F2
F3
F4
F5

10G
100C
100C
100G
100G
NTC

10D
10D
10H
10H
100D
100D
100H
100H
NTC

10A
10A
10E
10E
100A
100A
100E
100E
NTC

10B
10B

MONB88913
MON88913
MONB88913
MON88913
MONB88913
MON88913
MONB88913
MON88913
MONB88913
MON88913
MONB88913
MON88913
MONB88913
MON88913
MONB88913
MON88913
MONB88913
MON88913
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp

acp

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
NFQ-MGB
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA

(
| 118

28.742 28.718 0.035 8.221

25.025 25.070 0.064 104.376
25.115 25.070 0.064 98.144
25.120 25.182 0.087 97.761
25.243 25.182 0.087 89.900
43.770 45.245 2.086 0.000

35.451 35.258 0.181 0.100

35.090 35.258 0.181 0.100

35.235 35.258 0.181 0.100

28.847 28.884 0.053 7.654

28.922 28.884 0.053 7.271

28.885 28.883 0.003 7.456

28.880 28.883 0.003 7.479

25.268 25.204 0.090 88.394
25.141 25.204 0.090 96.384
25.079 25.127 0.067 100.540
25.174 25.127 0.067 94.214
46.720 45.245 2.086 0.000

22.906 22.899 0.020 100.000
22.915 22.899 0.020 100.000
22.876 22.899 0.020 100.000
23.026 23.030 0.005 101.427
23.034 23.030 0.005 100.920
22.955 22.991 0.051 106.419
23.027 22.991 0.051 101.365
22.907 22.925 0.027 109.900
22.944 22.925 0.027 107.154
22.950 22.941 0.012 106.765
22.933 22.941 0.012 107.963
25.917 19.208 9.488 14.646
26.745 26.682 0.057 10.000
26.664 26.682 0.057 10.000
26.636 26.682 0.057 10.000
23.047 23.099 0.074 100.066
23.152 23.099 0.074 93.255
]

)

8.361
101.260
101.260

93.830
93.830

0.000

0.100

0.100

0.100

7.463

7.463

7.468

7.468

92.389
92.389
97.377
97.377

0.000
100.000
100.000
100.000
101.174
101.174
103.892
103.892
108.527
108.527
107.364
107.364

58,314.855
10.000
10.000
10.000
96.661
96.661

0.198
4.406
4.406
5.559
5.559
0.000

0.271
0.271
0.016
0.016
5.650
5.650
4.474
4.474
0.000

0.358
0.358
3.574
3.574
1.942
1.942
0.847
0.847
82,448.945

4.817
4.817



F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
Heé
H7
H8
Ho
H10
H11
H12

10F

10F
100B
100B
100F
100F
NTC

10C
10C
10G
10G
100C
100C
100G
100G
C- MR100

10D
10D
10H
10H
100D
100D
100H
100H
C- MR100

acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp
acp

acp

UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
STANDARD
STANDARD
STANDARD
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN
UNKNOWN

FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA
TAMRA

(
| 19

23.073 23.110 0.053 98.293
23.148 23.110 0.053 93.524
22.971 22.931 0.057 105.262
22.890 22.931 0.057 111.122
22.938 22.901 0.052 107.594
22.864 22.901 0.052 113.055
12.499 19.208 9.488 116,615
30.094 29.982 0.117 1.000

29.990 29.982 0.117 1.000

29.861 29.982 0.117 1.000

22.968 22.980 0.017 105.473
22.991 22.980 0.017 103.837
22.957 22.928 0.042 106.233
22.898 22.928 0.042 110.509
22.931 22.935 0.006 108.120
22.939 22.935 0.006 107.533
22.947 22.950 0.004 106.940
22.954 22.950 0.004 106.497
30.618 20.569 14.211 0.629

33.399 33.265 0.119 0.100

33.221 33.265 0.119 0.100

33.174 33.265 0.119 0.100

22.968 22.965 0.004 105.474
22.962 22.965 0.004 105.872
23.014 23.002 0.017 102.250
22.990 23.002 0.017 103.931
22.923 22.940 0.023 108.669
22.956 22.940 0.023 106.304
22.914 22.920 0.008 109.332
22.925 22.920 0.008 108.540
10.521 20.569 14.211 438,625
]

)

95.909
95.909
108.192
108.192
110.325
110.325
58,314.855
1.000
1.000
1.000
104.655
104.655
108.371
108.371
107.827
107.827
106.718
106.718
219,313.29
0.100
0.100
0.100
105.673
105.673
103.090
103.090
107.487
107.487
108.936
108.936
219,313.29

3.372
3.372
4.144
4.144
3.861
3.861

82,448.945

1.157
1.157
3.024
3.024
0.415
0.415
0.313
0.313
310,154.93

0.282
0.282
1.188
1.188
1.672
1.672
0.559
0.559
310,154.93
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