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1.

Resumen

El maiz es el cultivo agricola mas importante de México; sin embargo, recientemente su
produccién se ha visto afectada, en los afios 2002 y 2005 la producciéon de maiz tuvo un
decremento de 4.1 y 10.9%, respectivamente, por problemas causados por fendmenos
naturales, plagas, uso de herbicidas inadecuados o una combinacion de los anteriores

(SAGARPA, 2006).

Actualmente la biotecnologia ha permitido el mejoramiento del maiz con el desarrollo de
Organismos Genéticamente Modificados (OGM), haciendo posible la obtencion de maiz
resistente a condiciones adversas como plagas o enfermedades, el mejoramiento de los
rendimientos de cultivo e incluso de su calidad nutricional. EIl comportamiento de los
OGM liberados al ambiente aun es dificil de predecir, por lo tanto en México se han
establecido regulaciones que permiten controlar el cultivo a nivel experimental, y su
produccién comercial. En 2005, se public6 en México la Ley de Bioseguridad de
Organismos Genéticamente Modificados (LBOGM), en donde en el Articulo 13 fraccion |l
de la LBOGM menciona que “Es competencia de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentaciéon (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...” (LBOGM,
2005a), para ejecutar la LBOGM, la SAGARPA, a través del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), establecié al Centro Nacional de
Referencia en Deteccidon 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. De esta manera el CNRDOGM disefia y
valida metodologias que seran referencia para otros laboratorios de coadyuvancia para la
deteccidn, identificacion y cuantificacién de OGM, asi como los materiales de referencia

para dichas pruebas.



En México, la autoridad competente realiza el andlisis de maiz GM principalmente a partir
del tejido vegetal (hoja verde) de los cultivos producidos en el pais, por lo cual es
necesario, disefiar y validar metodologias, con las que se puedan obtener resultados

confiables.

El presente estudio para la cuantificacién de mezclas de hojas GM provee al pais de
confianza en las mediciones en materia de inocuidad de alimentos que se realizan en
beneficio de los productores, consumidores e industria. El aseguramiento de la calidad en
el analisis molecular de muestras genéticamente modificadas se llevo a cabo bajo una
trazabilidad verificada al Sistema Internacional (SI) con el uso de técnicas de vanguardia y
del mayor nivel metrolégico en el area de analisis molecular como lo es la Reaccidn en
Cadena de la Polimerasa en tiempo real (qPCR), la cual ofrece una alta especificidad en sus
determinaciones y la sensibilidad necesaria para detectar hasta una molécula de ADN
genéticamente modificada. Todas las caracteristicas de calidad en el analisis de OGM
toman mayor relevancia cuando se considera la necesidad de demostrar y garantizar la

libre presencia o en su caso el tipo y cantidad de las modificaciones genéticas presentes.

La caracterizacidn del tejido vegetal permitird la produccién de materiales de referencia
(MR) que cumplan con la normatividad nacional e internacional. Todo el estudio se realizé
bajo un riguroso sistema de gestidon de calidad y conforme a la normatividad internacional
ISO/IEC 17025:2005, a fin de garantizar la confiabilidad de los resultados emitidos y para
asegurar que cualquier laboratorio con fines de diagnéstico molecular pueda reproducir el
método de andlisis propuesto. Se logro la identificacion de la modificacion genética
(MON810) en las muestras provenientes del cultivo con permiso de liberacién al ambiente
y posterior acondicionamiento y generacidon de mezclas en fraccion masa para los ensayos

de cuantificacion en los cuales se obtuvieron resultados satisfactorios.



2.

Antecedentes

Los OGM, son cultivados con fines comerciales desde 1994, cuando Estados Unidos
aprobd el uso y liberacion al ambiente de un tipo de tomate denominado “FlavSavr®”, el
cual tenia la cualidad de madurar tardiamente. En el afio 2010 aproximadamente 10% de
la superficie total mundial de cultivos fue plantada con OGM (James, 2011). Actualmente
mas de 30 paises cultivan OGM con fines comerciales, y muchos otros realizan o han
realizado pruebas de campo para su liberacidon al medio ambiente. El nimero de OGM
aumenta rapidamente gracias a la diversidad de nuevos elementos genéticos disponibles,
en el mercado mundial se pueden encontrar mds de 130 cultivos GM representando a 22
especies diferentes (Ramessar et al., 2008). Todos estos factores favorecen el incremento
en la necesidad y complejidad de realizar la deteccion, identificacion y cuantificacion de

OGM.

Segun la LBOGM, un OGM es “cualquier organismo vivo, con excepciéon de los seres
humanos, que ha adquirido una combinacion genética novedosa, generada a través del
uso especifico de técnicas de la biotecnologia moderna que se define en esta Ley, siempre
gue se utilicen técnicas que se establezcan en esta Ley o en las normas oficiales mexicanas
gue deriven de la misma” (LBOGM, 2005b). Si todo el ADN afiadido se deriva de la especie
receptora o una especie con la que naturalmente puede intercambiar genes, el OGM
resultante se clasificard como cisgénico. Si una parte o todo el ADN afiadido se deriva de
otra especie con la que la especie receptora no intercambia naturalmente genes, el OGM

resultante es clasificado como transgénico.

El procedimiento de andlisis de un OGM se lleva a cabo en una serie completa de pasos
llamados “mddulos”, para determinar primero la presencia del OGM vy posteriormente
identificar y cuantificar el OGM en productos tales como alimentos, tejido vegetal o

semillas, hasta que finalmente el resultado de la medida es proporcionado (Fig. 1).



Procedimiento de andlisis dentro del laboratorio

Meétodo analitico

Paso 3
Paso 2

Paso 1 Paso 4
Gen Referencia
i PCR tiempo real
Preparacion Extraccion Evaluacion Resultado de
Producto ADN y S
muestras . L de datos la medicion
purificacion
Blanco GM
PCR tiempo real

Figura 1. Enfoque modular en el andlisis de OGM. Procedimiento de analisis en el laboratorio, el procedimiento analitico
también incluye la toma de muestra que tendra lugar antes de la preparacion. El método analitico es un elemento
central en el procedimiento y se considera como una serie de pasos que implican el uso de médulos. Cada mddulo es
una herramienta distinta u operacién. Para un solo paso a veces hay varios mdédulos alternativos disponibles, lo que
permite una mayor flexibilidad, (Holst-Jensen et al., 2012).

2.1 Técnicas de andlisis de OGM

Las técnicas mas utilizadas en el analisis de OGM se agrupan en dos, los ensayos
inmunolégicos en los cuales se detecta una proteina que proviene de una modificacién
genética y los ensayos moleculares que involucran el analisis de secuencias de ADN en
busca de modificaciones genéticas (ISO 24276, 2006; Querci, M., Jermini, M., Van den
Eede, G., 2007; Codex Alimentarius, 2010):

e Técnicas inmunoldgicas

- Dispositivos de flujo lateral (LFDs/Strips). Membrana de flujo lateral que
detecta una proteina especifica. Esta técnica consiste en la inmovilizaciéon
doble de anticuerpos. En la membrana de flujo lateral el anticuerpo de captura
estd unido directamente a uno de los extremos de la membrana, mientras que
el anticuerpo detector se encuentra sobre el extremo opuesto. En este ultimo
extremo se adiciona la muestra de interés, la cual fluye por capilaridad con el
anticuerpo detector en la direccién contraria. Si la proteina a la cual reconoce
de manera especifica el anticuerpo de captura, se encuentra presente, los tres
elementos reaccionan entre si (el anticuerpo de captura con la proteina de
interés y con el anticuerpo detector) formandose una banda colorida donde el

anticuerpo detector se acumula.



- Andlisis por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Uso de anticuerpos
unidos de manera covalente a una “enzima reportera” como la fosfatasa
alcalina o la peroxidasa de rabano, cuyos productos se detectan por lo general
mediante absorbancia de luz o por fluorescencia. La proteina primero se
inmoviliza y después se hacen reaccionar con los anticuerpos, a continuaciéon
se determina la presencia y cantidad de anticuerpo unido al afadir el sustrato

para la enzima reportera.

- Analisis de proteinas en “tercera dimensién” (Western blot). Las proteinas son
separadas mediante electroforesis en gel. Una vez separadas, las proteinas se
transfieren a una membrana, la cual luego se incuba con anticuerpos capaces
de reconocer la proteina de interés. En si, la unidén del anticuerpo no es visible,
pero aportando un anticuerpo secundario generado contra el anticuerpo
primario se muestra la banda de la proteina: el anticuerpo secundario tiene

unida a una enzima que cataliza una reaccion colorida.

e Técnicas moleculares.

Las técnicas moleculares de andlisis de OGM se basan en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction). La PCR permite copiar masivamente
secuencias especificas de ADN mediante una serie de reacciones in vitro, puede
multiplicar secuencias especificas de ADN presentes en cantidades infinitesimales entre
una poblacién de moléculas de ADN. Uno de los prerrequisitos para la PCR es que precisa
de alguna informacién sobre la secuencia nucleotidica del ADN a amplificar. La
informacién de la secuencia se utiliza para sintetizar dos oligonucleétidos o cebadores:
uno para el extremo 5 y otro para el extremo 3’ de la secuencia que se copiara. Los
cebadores se unen a una muestra de ADN cuyas moléculas se han separado en cadenas
sencillas. Los cebadores se unen a los nucleétidos complementarios que flanquean la

secuencia a amplificar. Después de la hibridacién (unién complementaria) se afiade una



ADN polimerasa que sea resistente a altas temperaturas, y ésta sintetiza una segunda

cadena de ADN. La repeticidon de estos pasos genera mas copias del ADN.

Reaccién en cadena de la polimerasa — punto final (PCR-PF). La reacciéon de PCR
implica tres pasos, la cantidad de ADN amplificado que se produce estd en
funcién del nimero de veces que se repiten estos pasos; desnaturalizaciéon del
ADN de doble cadena, hibridacion de los cebadores, y extensién por la
polimerasa. Cada grupo de estos tres pasos, es un ciclo. Cada ciclo, que dura
unos 5 minutos, puede repetirse, y en menos de 3 horas, en unos 25-30 ciclos,
la cantidad de ADN aumenta mas de un millon de veces. La deteccién del
tamafio de los productos generados por la PCR, se realiza a través de un
analisis electroforético por comparacion con patrones moleculares conocidos
(marcadores de masa molecular conocida). Sin embargo, este tipo de anlisis
tiene sus limitaciones ya que es inespecifico cuando hay diferentes moléculas

de aproximadamente la misma masa molecular.

Técnicas de hibridacién, Southern blot y dot blot. La identidad de los productos
de PCR puede ser confirmada mediante la hibridacién con una sonda marcada
radiactivamente, cuya secuencia de bases esté contenida en el fragmento de
interés. En este caso se procede asi: el ADN fraccionado por electroforesis es
transferido a una membrana que actia como soporte sdlido (técnica Southern
blot) que luego se incuba para hibridarla con una sonda radioactiva. Esta
guedard fijada donde se encuentre el segmento de ADN de interés y su
presencia se revelard a través de una autorradiografia (placa fotogréfica
sensible a la emisién radiactiva de la sonda). La técnica de dot blot es un
método analogo al anterior, excepto que el ADN no es transferido a la
membrana a partir de un gel, sino que es absorbido a la membrana a distancias
conocidas, los fragmentos de ADN previamente desnaturalizados son

depositados sobre la membrana en forma de puntos.



- Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real o cuantitativa (qPCR). Los
productos de amplificacién se observan a medida que transcurren los ciclos de
la PCR. Esta basada en la deteccion y cuantificacién de un reportero
fluorescente, cuya sefial aumenta en proporcidon directa a la cantidad de
producto amplificado en la reaccién. La deteccidon y cuantificacion del
reportero se da gracias al empleo de un equipo termociclador que tiene
acoplado un sistema de deteccidn que es capaz de adquirir y cuantificar las

sefiales emitidas por el reportero al final de cada ciclo para cada muestra.
2.2 PCR tiempo real ventajas

Los beneficios del uso de la tecnologia de gPCR para la cuantificacién de secuencias de

ADN modificado son:

Alta flexibilidad y disponibilidad de instrumentos (termocicladores para qPCR) y

sistemas de sondas y cebadores (“quimicas” para qPCR).

- Las reacciones de amplificacidon por qPCR se realizan en un tiempo muy reducido,

comparando con la técnica de PCR-PF.
- No se requiere manipulacién post-amplificacidon de secuencias.

- Laidentificacién de los productos de amplificacién es muy precisa gracias a sondas

y cebadores mas especificos.

Es una técnica que puede utilizarse para cuantificar secuencias de ADN.

La técnica de gPCR no sélo automatiza tanto la amplificacién y la detecciéon de ADN, sino
que integra ambas para que se produzcan al mismo tiempo. El tiempo, temperatura y

fluorescencia son monitoreados durante la PCR en instrumentos de tiempo real.

La gPCR ha sido destinada a ser una técnica cuantitativa, que tedricamente y de forma
practica puede duplicar la cantidad de producto en cada ciclo durante muchos ciclos,

cuando esta ha sido bien optimizada.



Los equipos para qPCR simplifican la cuantificacién de secuencias de ADN, gracias al
monitoreo del cambio en la fluorescencia durante cada ciclo, la fluorescencia reporta de
manera directamente proporcional el incremento de la cantidad de producto de PCR y su
aumento puede ser graficado contra el nimero de ciclo en el cual se lleva a cabo la
deteccidon. Para llevar a cabo estd deteccidn existen varios métodos, pero casi todos
basados en la utilizacién de otro fragmento de ADN (sonda) complementario a una parte
intermedia del ADN a amplificar. Esta sonda lleva adherida una molécula emisora
fluorescente y otra molécula que inhibe o apaga esta fluorescencia (“quencher”), de tal
forma que sélo cuando la sonda es desplazada de su sitio, por la actividad de exonucleasa
5 a 3’ de la ADN polimerasa, la molécula fluorescente se libera de la accion del
“quencher” y emite fluorescencia. La cuantificacion de la fluorescencia emitida durante
cada ciclo de PCR sera proporcional a la cantidad de ADN que se esta amplificando. Se
pueden usar distintas combinaciones de fluoréforos emisores (FAM, TET, TAMRA, HEX,
JOE, ROX, CY5 y Texas Red) y quenchers (TAMRA, DABCYL y Methyl Red), los cuales poseen

distintos espectros de emisidn y absorcién.

2.2.1 Quimicas para la de deteccion de productos de gPCR

Existen generalmente dos opciones utilizadas para obtener una seiial de fluorescencia
proveniente de la sintesis de productos de PCR. La primera opcién depende de la
propiedad de que la molécula SYBR Green® pueda unirse a ADN de doble cadena y asi
someterlas a un cambio conformacional que resulte en el aumento de la fluorescencia. La
segunda opcidn utiliza la transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET), estos
métodos (Hidrélisis de sondas e Hibridacion de sondas, Sondas Hairpin y cebadores
Scorpion) utilizan una variedad de medios para alterar la disposicion espacial relativa de
los fotones donadores y de las moléculas receptoras. Estas moléculas estan unidas a
sondas, cebadores o en los productos de PCR y generalmente se seleccionan de manera
gue la amplificacién de secuencias especificas de ADN tengan un incremento en su

fluorescencia a una longitud de onda particular.



Agentes intercalantes fluorescentes (SYBR Green®)

Es un agente intercalante que se une al ADN de doble cadena dando un
incremento de la fluorescencia a medida que aumenta la cantidad de producto
de PCR. Es simple y econémico, facil de usar, sensible, versatil y no se necesitan
sondas especificas. Sin embargo, durante la PCR puede unirse a dimeros de
cebadores y a otros productos inespecificos, resultado en una sobrestimacion

de la concentracion del ADN blanco.

Hidrdlisis de sondas (TagMan®)

Se emplea una sonda especifica para el gen de interés que tiene unidos un
fluoréforo reportero y un fluoréforo quencher. Cuando ambos fluordforos estan
unidos a la sonda, el reportero no emite sefial. Pero, cuando la sonda hibrida
con la secuencia de interés durante la reaccion de PCR, la actividad exonucleasa
de la Taq polimerasa corta al fluoréforo reportero del resto de la sonda,
permitiendo la emision de una sefal fluorescente. Se monitorea la sefal

fluorescente del reportero que se va acumulando en los sucesivos ciclos de PCR.

1) Desnaturalizacién Sonds
Primer Flugréforo
TTTT © auencher

reportero 4
| O |

2) Alineamiento de Primer/Hibridacion de Sonda

Tag Polimerasa 1
d e :ﬁ Hibridacidn E
W‘_ J'I—
2)Extension E
1

Hidr alisis de sondas (Tagh an )

Figura 2. Representacidon esquematica de un ensayo de qPCR por el método de Hidrdlisis de sondas (TagMan®)

(Rodriguez, M., Rodriguez, W., 2006).



Sondas Hairpin (Molecular Beacons®)

Estas sondas poseen secuencias repetidas invertidas (ITR) en sus extremos 5’ y
3’. Este disefio permite que se forme una estructura de horquilla (hairpin) por
complementariedad de las dos regiones ITR, en ausencia de la secuencia blanco.
La secuencia interna de la sonda es complementaria al blanco, dirigiendo asi la
hibridacién especifica, resultando en una eficiente separacidon del quencher y
del reportero y la consecuente emision de este Ultimo. Entre sus ventajas estan
gue son mas especificas que las sondas TagMan® (deben tener un cambio
conformacional para hibridar con el blanco), permiten distinguir dos secuencias
blanco muy similares entre si y que se pueden combinar varias Molecular
Beacons® en una Unica reaccibn empleando diferentes compuestos

fluorescentes para identificar distintas secuencias blanco especificas.

Cebadores Scorpion

Los scorpions son cebadores de PCR con una cola tallo y asa (“Stem-Loop”) que
contiene un fluoréforo y un quencher. La estructura de tallo y asa se separa de
la secuencia del cebador de PCR por una modificacién quimica que evita que se
copie la secuencia de tallo y asa del scorpion. Durante la PCR, los cebadores
scorpions se amplifican para formar productos de PCR. En la etapa apropiada
del ciclo de PCR (fase de alineamiento), la secuencia del cebador scorpion se
enrosca para hibridarse a la secuencia blanco en el producto de PCR. Como la
cola del scorpion y del producto de PCR es ahora parte de la misma hebra de
ADN, la interaccién es intermolecular. La secuencia blanco se elige tipicamente

para estar tres bases dentro del extremo 3’ del cebador scorpion.

Hibridacion de sondas

El disefio implica el uso de dos secuencias de oligonucledtidos especificos como

sondas, cada una marcada con un fluoréforo diferente, comunmente, el
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extremo 3’ de la sonda donadora con fluoresceina y el extremo 5’ de la sonda
con aceptor con fluoréforos llamados LC Red 460 o LC Red 705. Las dos sondas
estan disefiadas para hibridar en sus blancos especificos en un arreglo cabeza-
cola que permite que ambos fluoréforos estén en estrecha proximidad entre si.
Asi, la transferencia de energia de resonancia sélo ocurre cuando ambas sondas
se hibridan al blanco y se encuentran muy préoximas entre si, siendo la distancia

dptima de uno a cinco bases entre las sondas.
2.2.2 Cuantificacion de ADN por gPCR

Los equipos para gPCR miden la cinética de acumulacién de producto de PCR por celda de
reaccion. Una grafica de amplificacion muestra el cambio de la sefial de fluorescencia
contra el nimero de ciclos. Generalmente, cuando la sefial de fluorescencia es menor al
umbral del instrumento y durante los primeros ciclos de reaccidn no se detectan
productos. Gracias a la combinaciéon de la capacidad técnica del equipo y de los
fluoréforos reporteros utilizados se determina la linea de fondo para el diagrama de
amplificacidn, linea que indica el comienzo de los cambios en la sefial de fluorescencia. El
aumento de la fluorescencia sobre la linea de fondo indica la deteccion del producto
acumulado de PCR (Cortazar et al., 2004), por esta razén es que a menor concentracion de
ADN molde, se requiere un mayor numero de ciclos para que el producto acumulado de
PCR pueda ser detectado. La amplificaciéon de cualquier ADN molde es definida por 4
fases: 1-linea base, 2-exponencial; 3-lineal y 4-plana. El ciclo al cual la intensidad de
emisién del fluoréforo aumenta con respecto al ruido de fondo (background) se llama
ciclo umbral (Ct: threshold cycle), el Ct esta determinado en la fase exponencial de la
reaccion y se calcula durante la fase exponencial. Durante este tiempo la eficiencia de la
PCR es cercana al 100% ya que se obtiene el doble de producto durante cada ciclo.
Cuando la concentracién de productos se acerca al nanogramo por microlitro (ng/ulL) la
eficiencia de la amplificacién decae debido primordialmente a que los productos se re-
asocian durante la fase de alineamiento. Esto conlleva a una fase en donde la acumulacién

de producto que se vuelve aproximadamente lineal con un nivel constante de sintesis de
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producto de reacciéon durante cada ciclo de esta fase. Finalmente se alcanza una fase
estacionaria cuando la sintesis de producto se aproxima a cero. La cuantificacién por qPCR
se da midiendo el numero de ciclos requeridos para que la sefial de fluorescencia alcance
el nivel del umbral o el maximo de la segunda derivada de la curva de fluorescencia contra
los ciclos de amplificacion. El nimero de ciclos es proporcional al nimero de copias
presentes en la muestra analizada. El uso de una curva estandar generada a partir de la
construccion de una grafica del logaritmo de la concentracién para un sistema de

estandares contra el Ct, permite la cuantificacién de ADN objetivo en muestras.

La fase 1 o de linea base contiene toda la amplificacién que estd por debajo del nivel de
deteccion del equipo de gPCR. En la fase plana es donde la amplificacion rdpidamente
cesa para el resto de los ciclos del experimento (Tevfik, 2007). Los datos con los que se

trabajan, se adquieren cuando la amplificacién estd todavia en la fase exponencial.
2.2.3 Gen referencia en gPCR

Para que un gen sea considerado como de referencia o estandar debe tener un nivel de

expresidon genética constante y contar con las siguientes caracteristicas:

El gen de referencia debe tener el mismo nimero de copias en todas las células.

Debe expresarse en todas las células (para cuantificacion de RNA).

Debe ser enddgeno de la especie en estudio.

e Tener un numero de copias bajo.

No es posible encontrar un estandar perfecto, pero si es posible validar una estandar o
estdndares para la muestra en analisis. En qPCR el gen de referencia es utilizado como
control de la calidad de los productos de PCR debido a que este no modifica el ciclo de
amplificacién, el gen de referencia debe ser constante y repetible entre diferentes
muestras de un mismo tejido y entre las evaluaciones en diferentes equipos

termocicladores a una concentracion determinada.
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2.3 Enfoque Modular en el andlisis de OGM

Un gran numero de factores analiticos (tratamiento fisico de matrices, tamafio de
particula, calidad del ADN, analistas, reactivos quimicos, equipos, etc.) y factores
biolégicos, pueden influir en los resultados de la cuantificacién de ADN, ademads de

contribuir en la incertidumbre del andlisis por qPCR (Zhang et al., 2007).

El enfoque modular como medio para disminuir la incertidumbre en la deteccidn,
identificacion y cuantificacion de muestras de ADN ofrece como principal ventaja
flexibilidad en el disefio de las validaciones y la creacién de estrategias de prueba con la
posibilidad de adecuarse a los productos estudiados. El enfoque de analisis modular se ha
aplicado principalmente en el analisis de ADN a través de la tecnologia de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa. En el contexto del andlisis de OGM cada médulo se caracteriza
por su especificidad, para los mdédulos de PCR es comun discriminar entre cuatro niveles

de especificidad (Fig. 3).

Promotor Rasgo genético Terminador

El proceso de transformacién.
= Insertar una construccion
genética en un genoma receptor

Genoma receptor

Construccion insertada en el genoma receptor -

f 1 f ] Especie/taxon especifico
e —_— (gen endogeno, cualquier

Cromosoma)

L 1 ! 1
I | t 4 { } Elemento especifico
[ ] i ]
I_ 1 1 1 Construccion especifica
—
| I 1 |
t f Evento especifico

Figura 3. Proceso de transformaciones y los cuatro niveles de especificidad de los médulos de analisis dirigidos a
secuencias de ADN, (Holst-Jensen et al, 2012).

2.3.1 Moddulo especie/taxon especifico
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Se realiza la deteccion de una secuencia especifica que sea caracteristica de la
especie/taxon (gen enddgeno de la especie/taxdn). Idealmente la secuencia objetivo esta
constantemente presente en la especie/taxén de estudio y ausente en otras especies o
taxones. Es por eso que dicha secuencia no exhibe variacion alélica (Hernandez et al.,
2004; Papazova et al., 2010). Cuando este tipo de mddulo es utilizado para propdsitos
cuantitativos, se prefiere que la presencia de secuencia endégena se encuentre como una
sola copia en el genoma haploide de la especie/taxén seleccionado. La cuantificacién de la
secuencia enddgena de la especie/taxdn en una muestra proporciona la base para el
calculo del contenido relativo de OGM, como por ejemplo se requiere en los reglamentos

de la Comisién Europea (European Commission, 2003a).
2.3.2 Mbddulo elemento especifico

Se tiene como objetivo un pequefio inserto de una secuencia motivo de ADN. Esta
secuencia puede ser por ejemplo un promotor, un terminador, un intrén o la parte
codificante de un gen. El uso del médulo elemento especifico es adecuado cuando sélo se
quiere determinar si es probable o no la presencia de un OGM. Este tipo de analisis puede
limitar la lista de OGM candidatos presentes en una muestra y provee pistas para la

identificacion del OGM presente.
2.3.3 Moddulo construccion especifica

El objetivo en un mddulo de PCR construccidon especifica, es un inserto de una secuencia
motivo de ADN que esta compuesta por lo menos de dos elementos que no se encuentran
naturalmente coexistiendo entre si. En otras palabras, la construccidn especifica contiene
una secuencia quimérica en donde los extremos 5 y 3’ derivan en dos elementos
separados o diferentes. Para un mddulo construccién especifica es necesario contar con
dos cebadores de oligonucledtidos diferentes que habrdn de hibridarse cada uno con los
extremos de la secuencia quimérica. El uso de los mddulos construccidn especifica es
adecuado para la deteccién y cuantificacién de OGM, ya que cuando los resultados son
positivos proporcionan pruebas irrefutables de la presencia de OGM. Los moddulos
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construccion especifica se limitan para la identificacion de OGM, ya que mas de un OGM

puede tener la misma construccion.
2.3.4 Moddulo evento especifico

El objetivo en un médulo de PCR evento especifico es una secuencia motivo perteneciente
a un solo OGM. La secuencia motivo es la firma inequivoca o una etiqueta de un
determinado OGM. En la mayoria de los casos el evento especifico se crea de novo cuando
la construccion es agregada en el genoma receptor. Las secuencias evento especifico son
usualmente, pero no siempre, la integraciéon de regiones fronterizas, es decir la fusidn de
los pares de bases terminales de la secuencia de ADN a insertar con los pares de bases
adyacentes del genoma huésped receptor ya sea la regién 5° o 3’. Una construccion
especifica no puede ser considerada como evento especifica, ya que la misma
construccion puede ser usada varias veces para desarrollar un OGM. Los mddulos de PCR
evento especifico son especialmente adecuados para la identificacidn y cuantificaciéon de
OGM vy representa la base juridica en la autorizacién de un OGM para su uso comercial
como alimento 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,
2003b). En México el personal oficial de la SAGARPA toma una muestra de tejido vegetal
del cultivo y mediante una prueba inmunoldgica en campo se determina la presencia o
ausencia de proteinas caracteristicas de materiales genéticamente modificados. La
muestra colectada es enviada al CNRDOGM para su analisis correspondiente mediante el

uso de técnicas moleculares.

Actualmente no existen métodos validados reportados en el mundo basados en el andlisis
de muestra de tejido vegetal GM, Unicamente se reportan para mezclas de harina de
diferentes especies como soya, algoddn y maiz, motivo por el cual el presente estudio
utiliza muestras de tejido vegetal con modificacién genética (Fig. 4) para validacién de los

ensayos en este tipo de material GM.
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2.4 Evento MON810

La bacteria Bacillus thuringiensis produce grandes cantidades de diversas proteinas
durante su ultima fase de crecimiento, las cuales conforman un cristal dentro de sus
células. Estas endotoxinas, llamadas Cry, rompen el intestino de los insectos susceptibles
que las ingieren, causandoles la muerte. Su especificidad es tan alta, que sélo atacan a un
grupo especifico de insectos, como por ejemplo las orugas de los lepiddpteros. Todas
estas toxinas son el producto directo de la expresion de genes contenidos en la bacteria,
de ahi su importancia en la transferencia de estos genes a las plantas. Es decir, cuando
estos genes son integrados al genoma de las plantas, éstas producen la toxina como
cualquier otra proteina de sus tejidos. Si una plaga susceptible ingiere el tejido de la planta
transgénica, la plaga se intoxicara y morira sin siquiera haber causado un dano perceptible

a la planta.

El maiz MONB810 alberga el gen cryl A(b) y estd bajo la regulacién del promotor del virus
del mosaico de la coliflor (CaMV35S), dicho gen produce una versién truncada de la
proteina Cryl A(b), la cual funciona como insecticida en contra de insectos lepiddpteros

teniendo como blanco especial a las orugas del taladro del maiz (Ostrinia nubilalis).

En la Figura 4 se muestran los tres componentes principales de evento especifico
MONS810: 1) Promotor CaMV 35S, 2) Gen hsp 70y 3) Gen cry1 A(b). La secuencia completa

del evento estd conformada por 4983 pares de bases (GMDD, 2008).

MONE10

Figura 4. Evento especifico MON810, contiene el gen cry1 A(b) de la bacteria Bacillus thuringiensis, (GMDD, 2008).

2.5 Validacion de un método analitico para la cuantificacion de OGM

Cualquier diagndéstico o ensayo debe validarse conforme a una norma nacional e
internacional ISO/IEC 17025:2005 que de certeza de que el laboratorio y personal

involucrados proveen de evidencia objetiva de resultados y que se cuenta con un sistema
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metrolégico que asegura que los equipos utilizados estan calibrados de acuerdo a sus

caracteristicas.

Una acreditacion bajo la ISO/IEC 17025:2005 implica que “el laboratorio en cuestidon debe
confirmar que puede aplicar correctamente los métodos normalizados antes de realizar

ensayos”.

Un nuevo método analitico se desarrolla a través de una serie de pasos. Después de las
fases de desarrollo y optimizacién, el laboratorio que elabora el método debe realizar una
validacidén interna del nuevo método, para asegurarse que éste sea apto para el propdsito
previsto. La validacién de los métodos es una parte esencial de los procesos regulatorios
de introduccién de nuevos alimentos modificados genéticamente en el mercado

internacional.

La validacion del método analitico, garantiza la calidad del sistema utilizado y resultados
confiables, asi mismo es necesaria para proporcionar una alto grado de confianza,
seguridad en el método y en la calidad de los resultados, también permite un
conocimiento profundo del método, asi como de las caracteristicas de su funcionamiento,
con la finalidad de disminuir el nimero de variables, fallas y repeticiones, ahorrando

costos asociados y consecuentemente cumplir con los plazos previstos de analisis.

Las caracteristicas de desempefio de este nuevo método analitico se expresa en funcién
de los siguientes requerimientos y criterios de validacién, de acuerdo al documento
“Definition of Minimum Performance Requirements for Analytical Methods of GMO

Testing” emitido por la JRC (Joint Research Centre) de la Comisiéon Europea (ENGL, 2008):
e Extraccion de ADN.
- Concentracion de ADN. Es la cantidad de analito por unidad de disolucién.

Criterio de aplicacién. El método de extraccién de ADN empleado sera el

apropiado para obtener una cantidad de ADN requerido para los analisis. La

concentracion de ADN serd medida como peso de analito por volumen de
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disolucién y tendra que ser igual a la que indique el protocolo de analisis. Esto
es, si el protocolo para gPCR indica 50 ng/uL como la concentracién de la
disolucién de ADN que sera adicionada a la mezcla de reaccién, la
concentracion final de la extracciéon de ADN, después de la estandarizacién (si

es necesaria), tendra que ser igual a 50 ng/uL.
e Eficiencia de amplificacion.

El valor tedrico de la pendiente en una curva estandar es de -3.32 lo cual resulta en un
valor del 100% de eficiencia de amplificacion. La eficiencia de amplificacidon en porcentaje

puede ser calculada con la siguiente ecuacién:
_t
Eficiencia = (10 m— 1) x100
Donde: m es la pendiente de la curva estandar.

Criterio de aplicacién. Se aceptara una curva estandar cuando los valores promedio de la

pendiente de la curva estandar estén en el rango de -3.6 <m< -3.1, correspondientes a una

eficiencia de amplificacion de 90 a 110% respectivamente.
e Coeficiente R?

2 .« . .z . .
R“es el coeficiente de correlacion, el cual es calculado como el cuadrado del coeficiente de
correlacién (entre el valor de Ct - experimental y el logaritmo de la concentracién) de la

curva estandar obtenido mediante un analisis de regresidn lineal.

Criterio de aplicacidn. El valor del coeficiente R® serd >0.98.

e Precision: Desviacion Estandar de la Repetibilidad relativa (RSDr)

Se refiere al grado de concordancia existente entre los propios resultados obtenidos. La
precision del método de medicidn se expresa en términos de la desviacion estandar

relativa obtenida bajo condiciones de repetibilidad:
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Repetibilidad: proximidad de la concordancia entre los resultados de las mediciones
sucesivas del mismo mensurando, con las mediciones realizadas con la aplicacién de la

totalidad de las siguientes condiciones:

- Mismo mensurando

- Mismo lugar

- Mismo analista

- Mismo procedimiento de mediciéon

- Misma matriz vegetal

- Mismos instrumentos de medicidn

- Larepeticidn dentro de un periodo corto de tiempo

Criterio de aplicacidn. La desviacidén estandar obtenida bajo condiciones de repetibilidad

tendra que ser < 25% en todo el intervalo dindmico del método (un estimado de la
desviacidn estandar obtenida bajo condiciones de repetibilidad tiene que ser obtenido a

partir de un nimero suficiente de pruebas, al menos 10).

e Incertidumbre (U)

Pardmetro asociado al resultado de una medicién que caracteriza la dispersidon de los

valores que podrian ser razonablemente atribuidos al mensurando.

Criterio de aplicacién. De acuerdo a estudios previos en el CNRDOGM se ha encontrado

que la incertidumbre tendra que ser < 50% cuando la concentracion de material GM se
encuentre entre 0.1 — 0.9% y < 30% cuando la concentracidon de material GM se encuentre

entre 1 —100%.
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Objetivos

3.1 Objetivo general

Realizar la validacién de la metodologia para la cuantificacién de OGM en tejido

vegetal (hoja verde) por medio de la técnica de qPCR.

3.2 Objetivos particulares

Identificar la modificacion genética en maiz de cada una de las muestras
colectadas.

Realizar mezclas en fraccion masa con material GM y no GM.

Realizar la cuantificacion de material (GM) en muestras con diferentes
concentraciones fraccion masa de tejido vegetal (hojas de maiz con evento
especifico MON810) a través de la técnica de gPCR.

Generar los valores estadisticos para validar la metodologia propuesta.
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4. Metodologia

4.1 Diagrama de bloques de la estrategia experimental

Toma de muestras en campo (permiso de liberacién al ambiente
094/2010)
Cada hoja Recepcidn y etiquetado de muestras en el CNRDOGM
GM se J,
fracciono en < Acondicionamiento hoja por hoja: hojas convencionales y hojas GM
1.0040.05g,
se etiqueto VL
y resguardod Corte de la punta de todas las hojas: convencionales y GM
\ 4
Extraccion de ADN de puntas
Identificacion del evento especifico MONS810 (qPCR) en todas las
muestras
v
Negativas Positivas

¢ )
v

Elaboracion de mezclas

12 Etapa 22 Etapa

4
v \
Preparacion de mezclas en distintos Liofilizacién de un numero determinado de
porcentajes (m/m) 10%, 1.0% y 0.1% muestras
Acondicionamiento de mezclas Preparacion de mezclas en distintos porcentajes
,l, (m/m) 10% 1.0% y 0.1%
Extraccion de ADN v
¢ Acondicionamiento de mezclas
Cuantificacion de mezclas (qPCR) ¢
Extraccién de ADN
Analisis Estadistico R Cuantificacién de mezclas (gPCR)

v

Validacion del método
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4.2 Toma de muestras
A partir del permiso de liberacidn al ambiente 094/2010, se recolectaron aleatoriamente
51 hojas de maiz del cultivo GM, conteniendo el evento MON810 y cuya informacién es la

siguiente:
Solicitud: 094/2010
Fecha de solicitud: 23/11/2010
Promovente: PHI México, S.A. de C.V.
Evento: MON-00810-6
Organismo: Zea mays L.
Nombre: Maiz
Fenotipo adquirido: para la proteccidn contra algunos insectos Lepiddpteros
Estado: Chihuahua
Municipios: campos de agricultores cooperantes del estado de Chihuahua
Sitio de liberacién: Regiones de Ahumada y Cuauhtémoc
Extension autorizada (hectareas): 0.0384
Fecha de resolucion: 11/05/2011
Tipo de liberacién: Experimental
Ciclo agricola: primavera-verano 2011

Superficie sembrada (hectdreas): 0.018
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4.3 Recepcion y registro de muestras
Para asegurar la trazabilidad de las muestras, a cada hoja (convencional y GM) se le asigné

un codigo con el cual se identificaron las hojas durante todo el experimento.

4.4 Distribucidon hoja por hoja
Cada hoja convencional y GM se colocé individualmente en una bolsa con el cédigo
previamente asignado. Cada hoja GM se fracciond en lotes de 1.00+0.05 g, se etiquetaron
y almacenaron a -20 °C. Los lotes obtenidos se realizaron para poder elaborar las mezclas

(%m/m) de forma mas sencilla, las hojas completas pesaban en promedio de 2 a 6 g.

4.5 Acondicionamiento y extraccion de ADN de puntas de hoja de maiz
Utilizando material de corte nuevo entre cada muestra, se cortd la punta de todas las

hojas (convencionales y GM), procurando que el corte no excediera 3 cm de hoja.

Se realizd el acondicionamiento de las muestras de la siguiente manera: reducciéon de
tamafio de particula agregando a la muestra en un mortero la cantidad necesaria de
nitrogeno y macerandola con un pistilo hasta que el tamafio de particula fuera

homogéneo, la cantidad de nitrégeno dependia del tamafio de la muestra.

La extraccion de ADN se realizé inmediatamente después del acondicionamiento y por
medio del sistema comercial de Genetic ID. En resumen, la muestra se mezclé con 2 mL de
buffer de lisis y se homogenizé, se colocd en un microtubo de 2 mL y se agregaron 10 plL
de proteinasa K, se mezcld en vortex brevemente hasta obtener una solucién homogénea
y se incubd a 65°C por 1 hora. Las muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 5 min en
centrifuga para microtubos. Se recolecté 1 mL de sobrenadante en un nuevo microtubo
de cada muestra por duplicado y se agregd un volumen igual de cloroformo, se agitd en
vortex y se centrifugé a 10000 rpm por 5 min. Se recolectaron entre 900 y 1000 uL de la
fase acuosa nuevos microtubos y se agregd un volumen igual de buffer de unién y se agito
en vortex brevemente. Se centrifugd a 10000 rpm por 3 min. El sobrenadante se pasoé a
través de una columna de union de ADN en una bomba de vacio especial para columnas
de unién a ADN, en el mismo equipo las columnas se lavaron con 800 pL de buffer de
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lavado y posteriormente se realizaron tres lavados con 800 puL de etanol al 75%, se realizd
una ultima centrifugacién a 10000 rpm por 3 min. Se transfirié la columna a microtubos
de 1.6 mLy se agregaron 50 pL de buffer 1x TE, se incubd por 5 min a 65°C, pasados los 5
min se centrifugd a 10000 rpm por 3 min y se repitid una vez mas el procedimiento
comenzando con 50 uL de buffer 1x TE, para obtener un volumen final de 100 pL de buffer

1XTE con ADN en suspension.

La pureza y concentracion se analizaron midiendo la absorbancia a 260 nm y 280 nm, por
medio del espectrofotémetro NanoDrop® 2000. Posterior a la cuantificacion de las
muestras se estandarizaron a 50 ng/uL utilizando como disolvente agua estéril. Cuando la
concentracién fue menor a 50 ng/ulL se utilizd un concentrador de ADN (miVac DNA
concentrator®) para alcanzar la concentracion deseada, una vez estandarizadas las

muestras se almacenaron a -20 °C. Se utilizo la siguiente ecuacion para estandarizar:
Ecuacion 1

C,V, =GV,
Donde:

- Ci: Concentracion inicial
- Vi: Volumen inicial
- Cy: Concentracion final

- V3: Volumen final

4.6 Identificacion de evento especifico MON810 por la técnica de gPCR
La identificacién del evento especifico se realizé en un equipo de PCR tiempo real Applied
Biosystems 7500 (ABI 7500), usando Universal PCR Master Mix, cebadores y sondas
TagMan® (Applied Biosystems), cada muestra se analizé por duplicado para identificaciéon
del evento especifico MON810 y un duplicado para el gen endégeno hmg, cada celda

contenia los reactivos necesarios para una reaccién mostrados en la Tabla 1, llegando a un
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volumen final de 20 uL. Para cada analisis por PCR se incluyeron controles negativos que

contenian una secuencia de otra planta diferente a Zea mays L. y un NTC (Not Template

Control, sin adicién de ADN o control de reactivos), ambas por duplicado.

Tabla 1. Concentracién de los componentes para las reacciones de gPCR

., -, Volumen para
. Concentracion | Concentracion L,
No. Reactivo . . una reaccion de
inicial final

20 uL

1 Agua -- -- 6.1 uL

2 Master mix 2X 1X 10 pL
Cebador Forward

3 (Sentido) 10 uM 300 nM 0.6 puL
Cebador Reverse

4 (Antisentido) 10 uM 300 nM 0.6 puL

5 Sonda 5uM 180 nM 0.7 puL

6 ADN molde -- 100 ng 2 uL

Volumen Final 20 uL

Los siguientes cebadores y sondas TagMan® mostrados en Tabla 2 (European Commission,

2006), se utilizaron en todos las reacciones del experimento cuando se utilizo la técnica de

gPCR para identificacion o cuantificacion del evento especifico MON810 y el gen

enddgeno del maiz hmg.

Tabla 2. Secuencias de cebadores y sondas

Nombre ‘

Secuencia de oligonucledtido ADN

Secuencia objetivo gen de referencia (hmg)

Cebador Forward
(Sentido)(ZM1-F)

5°-TTG GAC TAG AAA TCT CGT GCT GA-3’

Cebador Reverse
(Antisentido)(ZM1-R)

5°-GCT ACATAG GGA GCCTTG TCCT-3°

Sonda (ZM1)

5’-FAM—CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCG TA-TAMRA-3'

Secuencia objetivo OGM (MON810)

Cebador Forward
(Sentido)(Mail-F1)

5°-TCG AAG GAC GAA GGA CTC TAA CGT-3’

Cebador Reverse
(Antisentido)(Mail-R1)

5-GCCACCTTCCTT TTC CAC TAT CTT-3°

Sonda (Mail-S2)

5°-FAM-AAC ATC CTT TGC CAT TGC CCA GC-TAMRA -3’

FAM: 6-carboxylfluorecina, TAMRA: 6-carboxyltetrametilrodamina
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El equipo ABI 7500 fue programado con el protocolo de tiempo-temperatura tal como se

indica en la Tabla 3.

Tabla 3. Procedimiento — condiciones de qPCR para el equipo ABI 7500.

Incremento de

Tiempo (s) Temperatura (°C) Temperatura
(°C/s)
Pre-PCR (1 ciclo por etapa)
Pre-PCR activacién ADN polimerasa 120 50 1.6
Pre-PCR desnaturalizacién del ADN 600 95 16
molde
PCR (45 ciclos)

Desnaturalizacion 15 95 1.6
Alineamiento y elongacidn 60 60 1.6

4.7 Preparacion de mezclas en distintos porcentajes en fraccion masa
Se prepararon mezclas al 10, 1 y 0.1% con las hojas que previamente fueron identificadas
como positivas a la presencia del evento especifico MON810 (GM) y negativas a la
presencia del evento especifico MON810 (convencionales), y se realizaron de la siguiente
forma: las hojas se colocaron en un mortero, se trituraron agregando suficiente nitrégeno
liquido hasta que el tamafio de particula fuera homogéneo. A continuacién se pesd la
cantidad de hoja transgénica correspondiente al porcentaje masa y se agregd hoja
convencional hasta completar 10 g totales. Los 10 g totales de mezcla se dividieron en
cuatro muestras de 2+0.2 g y cada fraccion se coloco en un mortero limpio, el resto de los

10 g se desechd.

Nota: Para evitar contaminacion de las mezclas el material se renovd y las mesas de
laboratorio se limpiaron y sanitizaron después de realizar cada mezcla o cualquier
operacion que involucrara el procesamiento de hojas. Las mezclas se realizaron en un

porcentaje a la vez.

4.8 Acondicionamiento y extraccion de ADN de mezclas
Las mezclas se sometieron a un nuevo proceso de reduccidon de particula con nitréogeno

liquido en el mortero donde se colocé la mezcla de hojas, se agregd el nitrégeno liquido y
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con un pistilo de ceramica se pulverizo hasta que el tamafio de particula fuera el mas

pequefio posible.

La extraccién de ADN se realiz6 inmediatamente después del acondicionamiento
utilizando el sistema comercial de extraccién y de la misma forma que en el apartado 4.5
de metodologia, con la consideracion de que se utilizaron 5 mL de buffer de lisis, tubos
falcon de 15 mL y 30 pL de proteinasa K. Adicional al acondicionamiento y extraccion de
las mezclas se extrajeron dos muestras de diferentes hojas GM, por duplicado, bajo el

mismo procedimiento antes descrito.

La pureza y concentracion se analizaron de la misma forma que en el apartado 4.5 de

metodologia.

4.9 Cuantificacion de mezclas GM
La cuantificacién de las mezclas se realizd en un sistema Light Cycler® 480 de Roche (LC
480), usando Light Cycler® 480 Probes Master de Roche, cebadores y sondas TagMan®
(Applied Biosystems), cada extraccion se cuantificd por duplicado, dando un total de
dieciséis repeticiones por mezcla para cumplir con el parametro de repetibilidad, cada
celda contenia los reactivos necesarios para una reaccién mostrados en la Tabla 1,
llegando a un volumen final de 20 uL. Para cada analisis por PCR se incluyeron controles
negativos que contenian una secuencia de otra planta diferente a Zea mays L. y un NTC

(Not Template Control, sin adicién de ADN o control de reactivos), ambas por duplicado.
Se utilizaron los cebadores y sondas TagMan® mostrados en Tabla 2.

El equipo LC 480 fue programado con el protocolo de tiempo-temperatura tal como se

indica en la Tabla 4.
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Tabla 4. Procedimiento — condiciones de qPCR para el equipo LC 480.

Incremento de
Tiempo (s) Temperatura (°C) Temperatura

(°C/s)

Pre-PCR (1 ciclo)

Activacién ADN polimerasa y

desnaturalizacion del ADN molde 600 95 4.4

PCR (45 ciclos)

Desnaturalizacion 10 95 4.4

Alineamiento 30 60 2.2

Elongacién 1 72 4.4
Enfriamiento (1 ciclo)

Enfriamiento \ 30 \ 40 | 2.2

La construccion de la curva estdndar se elaboré de la siguiente forma: cuatro diluciones
seriales de ADN gendmico proveniente de la hoja de maiz modificada genéticamente la
cual contenia el evento especifico MON810, utilizando éste como el material de referencia
gue contenia la secuencia diana esperada. EIl ADN gendmico que previamente fue aislado
y estandarizado a una concentracion de 50 ng/uL se diluyé en serie para alcanzar

concentraciones finales equivalentes a 100, 10, 1y 0.1 ng/uL por reaccidn.

4.10 Liofilizacion de muestras
Las hojas convencionales se colocaron dentro de un tubo falcon de 50 mL sin que éstas
excedieran el 30% del volumen total del tubo. Las fracciones de las hojas con el evento

MONS810 se colocaron en tubos falcon de 50 mL de forma individual.

Cuando las muestras convencionales y GM se encontraban distribuidas y etiquetadas se
almacenaron a -70 °C durante 48 h, se encendié la liofilizadora hasta que la temperatura
del colector alcanzara los -52 °C y esta se mantuviera constante. Se colocaron las muestras
en la liofilizadora y se activd el vacio (presidén 0.22 mBar). Cuando el equipo llegé a las
condiciones de trabajo (-52 °C y 0.22 mBar de presién) comenzo el registro de tiempo, las
muestras se pesaron 3 veces (a las 6, 24 y 48 h) hasta que su peso fuera constante. Una

vez que el peso fue constante las muestras se almacenaron a -20 °C.

28




4.11 Preparacion de mezclas con material liofilizado, en distintos porcentajes
fraccion masa

Se prepararon mezclas al 10, 1 y 0.1% con las hojas previamente liofilizadas de la siguiente

forma: las hojas previamente liofilizadas se colocaron en un mortero, se trituraron

agregando suficiente nitréogeno liquido hasta que el tamafio de particula fuera

homogéneo. A continuacidén se pesoé la cantidad de hoja transgénica correspondiente al

porcentaje masa y se agregd hoja convencional hasta completar 2 g totales. Las mezclas se

colocaron en un tubo falcon de 50 mL.

4.12 Acondicionamiento y extraccion de ADN de mezclas con material liofilizado
Las mezclas se sometieron a un nuevo proceso de reduccién de particula con nitrégeno
liquido, en el mismo tubo falcon de 50 mL se agregé el nitrégeno liquido y con un pistilo

de ceramica se pulverizo hasta que el tamafio de particula fuera el mas pequefio posible.

La extraccién de ADN se realiz6 inmediatamente después del acondicionamiento
utilizando el sistema comercial de extraccién y de la misma forma que en el apartado 4.5
de metodologia, con la consideracion de que se utilizaron 10 mL de buffer de lisis, tubos
falcon de 15 mL y 60 plL de proteinasa K. Adicional al acondicionamiento y extraccién de
las mezclas se acondicionaron y extrajeron dos muestras de diferentes hojas GM que

también fueron liofilizadas, por duplicado, bajo el mismo procedimiento antes descrito.

La pureza y concentracidn se analizaron de la misma forma que en el apartado 4.5 de

metodologia.

4.13 Cuantificacion de mezclas GM con material liofilizado
La cuantificaciéon de las mezclas se realizd en un sistema ViiA 7 de Applied Biosystems,
usando Universal PCR Master Mix, cebadores y sondas TagMan® (Applied Biosystems),
cada extraccién se cuantificd por triplicado, dando un total de diez repeticiones por
mezcla para cumplir con el pardmetro de repetibilidad, cada celda contenia los reactivos
necesarios para una reaccién mostrados en la Tabla 1, llegando a un volumen final de 20
puL. Para cada andlisis por PCR se incluyeron controles negativos que contenian una
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secuencia de otra planta diferente a Zea mays L. y un NTC (Not Template Control, sin

adicion de ADN o control de reactivos), ambas por duplicado.
Se utilizaron los cebadores y sondas TagMan® mostrados en Tabla 2.

El equipo ViiA 7 fue programado con el protocolo de tiempo-temperatura tal como se

indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Procedimiento — condiciones de qPCR para el equipo ViiA 7.

Incremento de

Tiempo (s) Temperatura (°C) Temperatura
(°C/s)
Pre-PCR (1 ciclo por etapa)
Pre-PCR activacién ADN polimerasa 120 50 1.6
Pre-PCR desnaturalizacién del ADN 600 95 16
molde
PCR (45 ciclos)
Desnaturalizacidn 15 95 1.6
Alineamiento y elongacidn 60 60 1.6

La construccion de la curva estandar se elaboré de la siguiente forma: cuatro diluciones
seriales de ADN gendmico proveniente de la hoja de maiz modificada genéticamente la
cual contenia el evento especifico MON810, utilizando éste como el material de referencia
gue contenia la secuencia diana esperada. EI ADN gendmico que previamente fue aislado
y estandarizado a una concentracién de 50 ng/uL se diluyé en serie para alcanzar

concentraciones finales equivalentes a 100, 10, 1 y 0.1 ng/uL por reaccién.

4.14 Andlisis estadistico de datos

El porcentaje de OGM fue obtenido a partir de la siguiente ecuacion (CNRDOGM, 2011):

Ecuacion 2

cantidad de secuencia GM

%0GM = 100
% cantidad del gen de referenciax

Donde:
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- %0GM: es el porcentaje de la secuencia diana a analizada

- GM: es la cantidad obtenida a partir de la interpolacion de la curva estandar de la

secuencia GM

- Referencia: es la cantidad de la secuencia de referencia obtenida a partir de la

interpolacion de la curva de calibracién de la secuencia referida.

Una vez calculado él porcentaje de OGM de cada extraccion de ADN y las replicas de cada
una de las mezclas, se calcularon los pardmetros estadisticos (CNRDOGM, 2011) como el
promedio de cada mezcla GM del nimero de cada medicidn de las mezclas y la desviacién

estandar (calculada con la ecuacion 4).

Posterior al cdlculo de la u(RSDp): incertidumbre del componente de medicidon en
condiciones de repetibilidad (ecuacidn 4) se realizé la suma de cuadrados (ecuacién 3) con
los valores obtenidos de la ecuacidn 4 y con el valor de incertidumbre del componente o

material de referencia [u(Cref)] para calcular el valor de la incertidumbre combinada.

Posterior al célculo de incertidumbre combinada (ecuacién 3), se logré obtener el valor de
la incertidumbre expandida (ecuacion 5). El valor en la ecuacién 5 se sustituyé en la
ecuacién 6 para obtener finalmente el valor de incertidumbre relativa de la medicién para
la cuantificacion de OGM por la técnica gPCR, ya que este valor es diferenciado y se asigno
un valor de incertidumbre en dos rangos respecto a la concentracion de las mezclas GM

realizadas.

La estimacion de la incertidumbre asociada al mensurando de cuantificacion de OGM, se
obtuvo a partir de la distribucidn estadistica de los resultados analiticos cuantitativos de

una serie de mediciones experimentales y se caracteriza mediante desviaciones estandar.

La estimacion de la incertidumbre de la medicidon de los ensayos de cuantificacion de

secuencias GM por la técnica de PCR se calculd haciendo uso de las siguientes ecuaciones:
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Ecuacion 3

Donde:

uc = \/u(Cref)z + u(RSD,p)?

uc: Incertidumbre tipica combinada
U(Cref): Incertidumbre del componente o material de referencia

U(RSDjp): Incertidumbre del componente de medicion en condiciones de

repetibilidad

Ecuacion 4

Donde:

u(RSD;p) =

Sl

U(RSDjp): Incertidumbre del componente de medicion en condiciones de

repetibilidad
S: Desviacion promedio de la serie de datos de cada medicién

n:Numero de repeticiones de cada medicidn

Ecuacion 5

Donde:

U= (uc)k

U: Incertidumbre expandida

uc: Incertidumbre tipica combinada
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— k: Factor de cobertura (igual a 2 representado por un intervalo de confianza del

95.45%)

Ecuacion 6
. U
U Relativa = p (100)

Donde:
—  Ugelativa: €5 la incertidumbre relativa de la medicién
— U: Incertidumbre expandida
— x:es el promedio en % de OGM de cada medicidn

Ecuacion 7

SDip

RSDr = 1
"TTx

(100)

Donde:

— RSDr: desviacidn estandar relativa a la repetibilidad

— RSDjpp: desviacién estandar del componente de medicidn en condiciones de

repetibilidad

— X: Promedio de contenido GM (%0GM)
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5. Resultados y discusion
5.1 Identificacion de evento especifico MON810
Cada muestra de hoja del presente estudio fue evaluada para la presencia del evento
especifico MONB810, los resultados de la identificacion (Apéndice A, B, C, DY E) del evento
especifico en las hojas GM y convencionales se muestra en la Tabla 6. Con base en estos
resultados se logré descartar aquellas hojas que no contenian la secuencia objetivo y que
por lo tanto no cumplian con las caracteristicas necesarias que las hicieran aptas para el
estudio. En la Figura 5a se observa la grafica de amplificacidon de las muestras positivas a la
presencia del evento especifico MON810, en la Figura 5b se observa la amplificacién del
gen endoégeno del maiz (hmg). En las 83 muestras analizadas se observé dicha
amplificacién por lo que todas tienen el mismo comportamiento en la curva. En la Figura
5c se observa la comparacién entre las graficas de amplificacion del gen enddgeno vy el
evento especifico MON810, se observa que la secuencia enddgena del maiz se encuentra

en una mayor proporcién de numero de copias que la secuencia del evento especifico.

Tabla 6. Resultados presencia de evento especifico MON810 en hojas GM y convencionales

Hoias Numero de hojas Hojas con evento % Muestras Positivas a

) analizadas especifico MON810 presencia E.E. MON810
GM 51 47 92
Convencionales 32 0 0

En las curvas de amplificacidon se muestra graficamente la sefial de fluorescencia contra el
numero de ciclos, se observa que en los ciclos iniciales hay un pequefio cambio en la sefial
de fluorescencia, esto define la linea de fondo para la grafica de amplificacidn. Los graficos
de amplificacion muestran el aumento de los productos de reaccion detectables por el
equipo termociclador, las muestras en donde se identificé la presencia de la secuencia GM
se comportan como la Figura 5a. El analisis de la curva de amplificacion permite establecer
el umbral en donde la sefal de fluorescencia indica el comienzo de la fase exponencial de
la curva de amplificacion. El valor de Ct experimental sera proporcional al nimero de

copias presentes en la muestra, la aparicién a ciclos mas tempranos corresponderd a un
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mayor nimero de copias inicial de la secuencia que se amplifique. En el presente estudio
la secuencia constitutiva es el gen hmg y por lo tanto es el que se encontrara en mayor
proporcién que la secuencia GM (MON810). En la Figura 5c se muestra la comparacién
entre la amplificacidn de la secuencia enddgena y la secuencia GM para la misma muestra,
se observa una marcada diferencia en el numero de ciclo en el cual comienza la fase
exponencial de la PCR, para este ejemplo la muestra positiva a la presencia del evento
especifico MON810 tienen un valor experimental de Ctyongio = 25.21 y Ctpmg = 22.11,
alrededor de 3.1 ciclos de diferencia entre la secuencia enddgena y la GM, la ecuacién
bésica para el calculo de nimero de copias en una PCR es 2" donde “n” es el nimero de
ciclos de amplificacion por lo tanto una diferencia de 3.1 ciclos representa
aproximadamente diez veces menos copias de la secuencia GM en comparacion a la

secuencia enddgena.

Sin embargo, se observd un comportamiento inesperado en los ciclos de amplificacion de
la secuencia hmg y GM, esto debido a que de acuerdo a la fisiologia de una hoja de maiz
de un cultivo transgénico, el 50% del material genético proviene de un padre transgénico
por lo que se espera que el numero de copias de la modificacidn genética en el tejido
vegetal se encuentre en esa proporcién, en el caso de que el comportamiento fuera ideal
esta proporcién se observaria en una reaccién de qPCR que el valor de Ct de amplificacidn
del gen enddgeno aparezca un ciclo antes que el Ct de la secuencia GM, dado que la
presencia en numero de copias se esperaba que fuera la mitad. Sin embargo, el resultado
promedio de amplificacion entre ambos genes (Tabla 7) mostré una diferencia de casi 3
ciclos de amplificacién en el valor de Ct medido, lo cual muestra evidencia inicial de que
las mezclas a realizar para su posterior cuantificacion pueden no presentar un
comportamiento tipico y que el valor tedrico esperado no corresponda al 50% del valor

tedrico esperado de las mezclas en fraccidon masa.
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Por lo tanto, los resultados de identificacién permitieron asegurar que la cantidad de

material GM es suficiente para realizar el estudio, ademds se establece que al realizar las

mezclas en fraccién masa el porcentaje de OGM proviene sélo de las hojas ahora

identificadas como GM.

Tabla 7. Valores de amplificacién (Ct) para muestras GM.

hmg MON810 hmg MON810
Muestra Ct Ct Muestra Ct Ct
M, 1,1 24.18 27.13 M, 1, 11 24.78 28.35
M, 1,2 23.99 27.03 M, 1,12 24.79 28.03
M, 1,3 23.21 25.72 M, 1,14 24.08 27.13
M, 1,4 23.76 26.20 M, 1,16 23.96 27.28
M, 1,5 24.93 28.13 M, I, 17 24.02 27.09
M, I, 6 24.78 27.65 M, I, 18 24.79 27.93
M, 1,7 23.70 26.66 M, 1,19 25.03 28.13
M, 1,8 24.76 28.44 M, I, 1 22.58 25.02
M, 1,9 24.03 26.34 M, I, 2 23.17 25.51
M, 1,10 24.64 27.50 M, I, 3 22.31 25.32
M, I, 4 23.43 25.68 M, 1V, 3 22.75 25.95
M, 11,5 23.65 25.98 M, IV, 4 22.67 25.84
M, I, 6 23.96 26.74 M, IV, 5 22.87 26.05
M, 11,7 24.10 26.81 M, IV, 6 22.63 25.56
M, 1lI, 1 23.38 26.24 M, IV, 7 24.29 26.90
M, 111, 2 22.53 25.27 M, IV, 8 23.41 25.66
M, I, 3 23.32 25.30 M, IV, 9 22.41 25.42
M, I, 4 22.26 25.10 M,V, 1 24.30 25.44
M, 11, 5 23.14 26.08 M,V, 2 23.21 25.71
M, lll, 6 22.40 25.15 M,V,3 24.26 25.97
M, I, 7 23.16 25.89 M, V, 4 22.40 25.24
M, IV, 1 22.26 25.25 M,V,5 22.15 25.58
M, IV, 2 22.88 26.30 M,V, 6 22.81 25.69
M,V,7 22.21 25.44
Promedio hmg MON810
23.50 26.31
ACt 2.82
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Figura 5. Amplificacién de secuencias MON810 y hmg. a) Grafica de amplificacidon en ensayo PCR para el evento
especifico MON810, la linea horizontal indica el umbral y el valor inicial de fluorescencia. b) Grafica de amplificacién en
ensayo PCR para el gen enddégeno hmg, la linea horizontal indica el umbral y el valor inicial de fluorescencia. c)
Comparacion entre graficos de amplificacion en ensayo PCR para el gen enddgeno hmg y para el evento especifico

MON810.

5.2 Preparacion de mezclas en distintos porcentajes (m/m) 10, 1y 0.1% con material

GM y convencional. Y extraccion del ADN.

En la Tabla 8 se muestra los pesos obtenidos para realizar las mezclas al 10, 1y 0.1% m/m.

Tabla 8. Mezclas en diferentes porcentajes de material GM

% m/m Masa hoja GM (g) Masa'hoja Masa total mezcla % m/m Tedrico
A preparar convencional (g) (g) Mezcla
10% 1.0486 9.0429 10.0915 10.39
1% 0.1031 9.9320 10.0351 1.03
0.1% 0.0100 9.9860 9.9996 0.10

En la Tabla 9 se presentan los resultados de extraccion de ADN obtenida
mezclas elaboradas.

a partir de las
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Tabla 9. Evaluacion de la concentracion de ADN.

10.39% 1.03% 0.10%
Muestra | Réplica | Concentracion Concentracion Concentracién Concentracion Concentracion Concentracion
inicial (ng/uL) final (ng/HL) inicial (Ng/WL) final (ng/HL) inicial (Ng/KL) final (NG/KL)

1 A 79.9 50 55.1 50 50 50

B 62.2 50 81.2 50 44.4 50

A 75.6 50 89.8 50 34.8 50

2 B 50 50 50 50 50 50

3 A 50 50 50 50 50 50

B 94.4 50 64.6 50 20 50

4 A 50 50 57.1 50 32 50

B 72 50 50 50 45 50
Promedio 66.8 62.2 40.8
D.S. 16.5 15.4 10.9
C.v. 24.7 24.7 26.7

Se observa que con el sistema de extraccién utilizado en todas las muestras es posible
cumplir con el requerimiento de concentracion (50 ng/ulL) para operar las reacciones de

amplificacién en qPCR.

5.3 Cuantificacion de mezclas con contenido conocido de evento especifico MON810
por la técnica de gPCR

Las graficas de la curva estandar para la cuantificacion de las mezclas (Fig. 6 y 7) muestran
el logaritmo de la cantidad de secuencia diana objetivo contra el valor de Ct experimental,
estos graficos son el principio de la cuantificacion por la técnica de qPCR, los valores de
cuantificacion obtenidos en las reacciones de PCR de las mezclas generadas se interpolan
a la curva estandar para obtener una medida de la cantidad de secuencia diana objetivo
presente. Después de haber interpolado el resultado de cada mezcla en ambas curvas
(MON810 y hmg) se establece una relacién entre la cantidad de secuencia GM vy la
cantidad de la secuencia de referencia, esta relacidn se expresa en porcentaje. Dentro de
las imagenes de curva estandar (Fig. 6 y 7) se encuentran la eficiencia de amplificacién vy la
pendiente de la curva estdndar, ambos parametros deben de entrar en un rango
determinado para que se consideren validas las reacciones de PCR, por lo cual dichas

curvas fueron aceptadas para los ensayos cuantitativos realizados en este estudio.

Tres mezclas en diferentes porcentajes m/m (0.10, 1.03 y 10.39%) de hojas de maiz GM

con hojas de maiz convencionales fueron cuantificadas por la técnica de gPCR (Apéndice F
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y G), un total de 100 ng de ADN extraido de cada mezcla se utiliz6 como templado en cada
reaccion. Los resultados de la cuantificacién se muestran en la Tabla 10. Con base en la
curva estandar representada en la Figura 6 se obtuvo el siguiente porcentaje promedio de
OGM (MON810) 16.49% para la mezcla que tedricamente contenia 10.39%. Para las
mezclas que tedricamente contenian 0.10 y 1.03% se obtuvieron promedios de 0.42 y
2.19% de OGM (MON810), respectivamente. Los resultados obtenidos son con base en la

curva estandar representada en la Figura 7.

Tabla 10. Resultados cuantificacion de mezclas realizadas con hojas de maiz GM y no GM.

%0OGM Tedrico 0.10% 1.03% 10.39%
Extraccion Replica %0OGM %0OGM %0OGM

1 A 0.328 3.057 17.143

B 0.403 3.198 21.151

5 A 0.256 3.228 22.520

B 0.330 3.364 19.268

3 A 0.486 1.680 11.176

B 0.613 1.918 13.717

4 A 0.474 1.651 11.178

B 0.484 1.727 10.357

s A 0.398 1.912 14.376

B 0.584 2.402 13.103

6 A 0.315 1.903 18.866

B 0.275 2.389 17.238

; A 0.314 1.381 17.245

B 0.441 1.899 17.161

g A 0.528 1.608 18.640

B 0.556 1.792 20.793

Promedio 0.424 2.194 16.496
S 0.105 0.662 3.660
U(RSDyp) 0.026 0.165 0.915
Ucombinada (UC) 0.026 0.165 0.915
Uexpandida 0.052 0.331 1.830
Urelativa 12.322 15.088 11.092

El resultado de la cuantificacién de OGM se completd con el calculo de la incertidumbre
gue acompafia al resultado de la medicidén. La caracterizacién de la dispersién de los
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valores que pueden ser razonablemente atribuidos al mensurando representaran la

incertidumbre que puede ser asociada al resultado de la medicién (CNRDOGM, 2011b).

Para determinar la incertidumbre relativa (Ureativa)) que compara el valor de la
incertidumbre absoluta con el valor de la medida, se debe de tener en cuenta el valor de
la o las incertidumbre(s) que se incorporan a la medicidon y que provienen de fuentes
externas, en el caso de la cuantificacion de OGM la incertidumbre del componente de
medicidon en condiciones de repetibilidad u(RSD;p) que relaciona la desviacién estandar
promedio de la serie de datos con el nUmero de repeticiones de la medicidn, el valor de la
incertidumbre u(RSD;p) representa la concordancia que hay entre los resultados de la
cuantificacidon bajo las condiciones de repetibilidad. Los valores de u(RSD;p) se reducen
cuando las condiciones de repetibilidad (Apartado 2.5 — Precisién) no afectan la precisidn
del resultado de medicion. Los valores obtenidos reflejan un aumento de la u(RSD)
conforme aumenta el porcentaje de OGM de las mezclas, esto es una mayor desviacién de

las condiciones de repetibilidad acorde hay aumento en la concentracién de OGM.

La incertidumbre combinada (uc) es el resultado de la suma cuadratica de las varianzas de
los factores que afectan el resultado de un mensurando, de acuerdo a estudios previos
realizados en el CNRDOGM, para estimar la incertidumbre relativa de un resultado se
debe hacer uso de la incertidumbre del material de referencia u(C.s utilizado y la
incertidumbre del componente de medicidon en condiciones de repetibilidad u(RSDp)
(CNRDOGM, 2011b), la forma de relacionar las incertidumbres de los componentes
externos sera a través de la incertidumbre combinada. En el presente estudio el tejido
vegetal (hoja verde) se caracterizé para su uso como referencia, por lo que la u(RSD,p) sera
igual a uc, ya que no habrd una incertidumbre que se asocie a un material de referencia
certificado (MRC). De acuerdo al Centro Nacional de Metrologia un MRC deben contar con
un certificado el cual reporte la incertidumbre que aporta el uso del mismo (CENAM,

2010).
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La incertidumbre expandida (Uexpandida) €S la magnitud que define el intervalo alrededor
del resultado de medida que puede esperarse que contenga una gran fraccion de la
distribucién de los valores que pueden atribuirse razonablemente al mesurando, el valor
de Uexpandida S€ Obtiene al multiplicar uc por un factor de cobertura k = 2, que representa al
intervalo de apertura en donde existe un 95.45% de probabilidad de que se encuentre el
valor verdadero de la medicidn. La Ureativa €S Una desviacion estandar relativa de la
muestra, esta indica la proporcién en porcentaje, respecto de la media aritmética de la
muestra. En la seccidn 5.4.6.2 de la NMX-EC-17025-IMNC-2006 se describe que en algunos
casos la naturaleza del método de ensayo puede excluir un calculo riguroso,
metrolégicamente y estadisticamente valido de la incertidumbre de la mediciéon. En estos
casos el laboratorio debe por lo menos tratar de identificar los componentes de la
incertidumbre y hacer una estimacidon razonable y debe de asegurarse de que la forma de

informar el resultado no de una impresion equivocada de la incertidumbre.
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Figura 6. Curva estandar (1) del equipo LC480. a) Curva estandar para el evento especifico MON810. b) Curva estandar
para el gen de referencia hmg. Los puntos corresponden a las diluciones generadas con concentraciones de ADN finales
equivalentes a 100 ng/pL, 10 ng/uL, 1 ng/uLy 0.1 ng/uL.
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Figura 7. Curva estandar (2) del equipo LC480. a) Curva estandar para el evento especifico MON810. b) Curva estandar
para el gen de referencia hmg. Los puntos corresponden a las diluciones generadas con concentraciones de ADN finales
equivalentes a 100 ng/uL, 10 ng/uL, 1 ng/uLy 0.1 ng/uL.

Los valores para la evaluacion del criterio eficiencia de amplificacidon se presentan en la
Tabla 11. De acuerdo a los criterios de aceptacion la pendiente de la curva estandar y por
lo tanto la eficiencia de amplificacién de las reacciones de qPCR es la adecuada y cumple
como requerimiento para la validacion del método propuesto. De acuerdo al principio de
operacion del software del equipo LC 480 y en acuerdo a los criterios prestablecidos del
CNRDOGM el valor de R? en curvas estandar obtenidas de este equipo no se considera. La
correlacién lineal se observa solo de manera grafica, los puntos correspondientes a las

diluciones seriales deben estar lo mas cercano a la linea de tendencia.
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Tabla 11. Eficiencia de amplificacidn para ensayos de cuantificacion.

Curva estandar Target Pendiente ar:;'ﬁ;igi'%:‘(e% )
1 hmg -3.364 98.3
MON810 -3.578 90.3
5 hmg -3.564 90.8
MON810 -3.570 90.6

En la Tabla 12 se muestran los valores calculados de desviacion estandar relativa bajo
condiciones de repetibilidad (RSDr), resultados calculados con la ecuacion 7. De acuerdo
con el criterio de aplicacién el método es preciso pues cumple con al menos diez
repeticiones (dieciséis totales) y todas las desviaciones son menores al 25%. Esto significa
que hay concordancia entre los resultados de las repeticiones obtenidas de la
cuantificacion a través de qPCR. La precisiéon del método implica que se consiguio
cuantificar el mismo mensurando bajo las condiciones establecidas en el apartado 2.5
Validacion de un método analitico (Precisién), por lo tanto los resultados pueden ser

considerados como evidencia objetiva del método.

Tabla 12. Resultados de desviacidn estandar bajo condiciones de Repetibilidad.

% OGM Desviacion estandar relativa bajo
condiciones de repetibilidad (RSDr)
0.424 6.16%
2.194 7.54%
16.496 5.55%

En la Tabla 10 se muestran los valores de incertidumbre relativa, para las mezclas 0.424,
2.194 y 16.496% los valores de incertidumbre son + 13.322, + 15.088 y + 11.092%
respectivamente, ya que la incertidumbre es un parametro que depende del método
aplicado y de los componentes asociados a la contribucidn de la estimacién de la
incertidumbre, la incertidumbre relativa serd aplicable sélo a la cuantificacion
experimental. De acuerdo al criterio de validacién las incertidumbres relativas para la
cuantificacién de las mezclas GM son aceptables y con base en los estudios previos

realizados en el CNRDOGM.
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Sin embargo, aun cuando los requerimientos y criterios de validaciéon para el método
analitico propuesto son aceptables y cumplen con los pardmetros establecidos, los
resultados de la cuantificacion de mezclas GM no resultaron estar cercanos a los
tedricamente esperados, inclusive considerando la incertidumbre relativa asociada a los
valores, éstos no fueron los esperados. Se observa una tendencia de sobre estimacién en
la cantidad de OGM en relacién a los valores tedricos, los resultados de cuantificacion
para la mezcla de 0.1% se sobre estima hasta cuatro veces el valor tedrico. Estas
variaciones en los resultados se pueden asociar a factores analiticos (tratamientos fisicos
de matrices, tamano de particula de las muestras, calidad de ADN, los analistas, los
reactivos quimicos, equipos, etc.) y a factores bioldgicos los cuales pueden influir en la
cuantificacién de ADN genéticamente modificado basada en la técnica de qPCR (Zhang et

al. 2008).

Con la aceptacion de los criterios de aplicacion, se descarté que los factores analiticos
pudieran ser los causantes de la desviacion en los resultados de cuantificacion de ADN
GM. El factor bioldgico (agua) que por sus interacciones naturales con todas las
biomoléculas (en este caso el ADN) influye en la estabilizacién y mantenimiento de la
estructura de la cadena de ADN y por lo tanto generando un efecto matriz muy
pronunciado, que puede afectar la cuantificacion del evento especifico MON810, por esta
razon se decidid someter a las hojas a un proceso de liofilizacién (eliminacién de
humedad) y volver a realizar las mezclas con material GM liofilizado y cuantificar estas

mezclas por medio de la técnica de gPCR.

5.4 Resultados de la liofilizacién de las muestras
Los resultados de la liofilizacién de las muestras GM y convencionales se muestran en la
Tabla 13 y 14, respectivamente, se tomaron 3 muestras representativas de hojas
convencionales y hojas GM en periodos de 6, 24 y 48 h hasta alcanzar un peso constante

(resultados no mostrados).
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Tabla 13. Porcentaje de humedad en las hojas GM

Hoja GM Masa inicial Masa final % Humedad
(g) (g)

I 1.0037 0.1999 80.08

] 1.0161 0.2231 78.04

1] 1.0310 0.2320 77.50

v 1.0373 0.2114 79.62

\Y 1.0238 0.2718 73.45

VI 1.0306 0.2136 79.27
Vil 1.0099 0.2237 77.85
Vil 1.0465 0.2069 80.23
IX 1.0347 0.2128 79.43
Promedio 78.39

Tabla 14. Porcentaje de humedad en las hojas convencionales

Hoja convencional Masa inicial Masa final % Humedad
(g) (g)

I 2.4452 0.6103 75.04

1] 9.5117 2.2457 76.39

1 8.2871 1.8861 77.24

v 6.9869 1.4805 78.81

\Y 4.0786 1.0144 75.13

VI 4.7508 1.0486 77.93

Vil 5.6100 1.0959 80.47

VI 2.7068 0.6963 74.28

IX 8.5253 1.8183 78.67

X 1.5898 0.3756 76.37

Xl 3.7088 0.7780 79.02

Xl 1.9848 0.4294 78.37

Xl 2.6703 0.4378 83.60

X1V 3.2952 0.8328 74.73
Promedio 77.57

5.5 Preparacion de mezclas en distintos porcentajes (m/m) 10, 1 y 0.1% con material
GM y convencional liofilizado. Y extraccion del ADN.

La Tabla 15 muestra las caracteristicas de las mezclas 10, 1y 0.1 % m/m.
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Tabla 15. Preparacion de mezclas en diferentes porcentajes m/m

% m/m Masa hoja GM Masa hoja Masa total mezcla | % m/m Tedrico
A preparar (g) convencional (g) (g) Mezcla
10% 0.2010 1.7957 1.9967 10.07
1% 0.0260 1.9759 2.0019 1.30
0.1% 0.0024 1.9993 2.0017 0.12

En la Tabla 16 se presentan los resultados de extraccién de ADN obtenida a partir de las

mezclas elaboradas.

Tabla 16. Evaluacion de la concentracion de ADN.

10.07% 1.30% 0.12%
Concentracion | Concentracidn Concentracion Concentracion Concentracidn Concentracion
inicial (N/ML) final (NG/HL) inicial (N/ML) final (NG/HL) inicial (N/ML) final (N/ML)
57.6 50 58.2 50 47.7 50

Se observa que con el sistema de extraccién utilizado en todas las muestras es posible
cumplir con el requerimiento de concentracién (50 ng/uL) para operar las reacciones de
amplificacién en gPCR. Para validar la metodologia el volumen total de la extraccion de
ADN era > 50 plL para cada muestra, esto para poder llevar a cabo el nimero de pruebas

suficientes para tener una precisién adecuada (diez repeticiones).

5.6 Cuantificacion de mezclas con contenido conocido de evento especifico MON810
por la técnica de gPCR

Tres mezclas en diferentes porcentajes fraccion masa (0.12, 1.30 y 10.07%) de hojas de

maiz GM con hojas de maiz no GM liofilizadas fueron cuantificadas por la técnica de qPCR

(Apéndice H), un total de 100 ng de ADN extraido de cada mezcla se utiliz6 como

templado en cada reaccién. Los resultados de la cuantificacion con base en la curva

estandar (Fig. 8) son 0.083, 1.01 y 11.31%, respectivamente de OGM (MON810) para las

mezclas que tedricamente contenian 0.12,1.30y 10.07% de material GM (Tabla17).
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Figura 8. Curva estandar del equipo Vii A 7 para el evento especifico MON810 y el gen de referencia hmg. Los puntos
corresponden a las diluciones generadas con concentraciones de ADN finales equivalentes a 100 ng/uL, 10 ng/uL, 1
ng/uLy 0.1 ng/ulL

Los valores para la evaluacidn de los criterios de eficiencia de amplificacidn y coeficiente
R” se presentan en la Figura 8. De acuerdo a los criterios de aceptacion la eficiencia de
amplificacién y el coeficiente R? para la curva estandar de las reacciones de gPCR es la

adecuada y cumple como requerimiento para la validaciéon del método.
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Tabla 17. Resultados cuantificacion mezclas realizadas con hojas de maiz GM y hojas de maiz no

GM.
%0GM %0GM %0GM
Replica (0.12%) (1.30%) (10.07%)
esperado esperado Esperado
1 0.13 0.96 11.14
2 0.07 1.00 11.52
3 0.09 0.85 11.34
4 0.07 1.13 119
5 0.10 1.23 11.43
6 0.04 1.19 10.91
7 0.08 0.91 11.63
8 0.11 0.88 12.17
9 0.07 1.04 12.14
10 0.07 0.86 8.95
Promedio 0.083 1.01 11.31
S 0.025 0.139 0.925
U(RSDyp) 0.008 0.044 0.292
U combinada (UC) 0.008 0.044 0.292
Uexpandida 0.016 0.088 0.585
Urelativa 18.94 8.80 5.17

Los resultados de cuantificacion de las mezclas en relacion con los valores tedricos,
mostraron resultados satisfactorios a partir de las mezclas generadas, debido a que los
resultados esperados y obtenidos son comparables. Los resultados mantienen las
caracteristicas de ser precisos y repetibles, ya que la incertidumbre del componente de
medicion en condiciones de repetibilidad u(RSD,») se redujo, acercandose a él valor
minimo (acercadndose a cero, pero nunca llegado al él) y aumentando proporcionalmente
al incremento del porcentaje de OGM presente en la mezcla. Que la u(RSD;p) disminuya
expone que las condiciones de repetibilidad no afectan la precision del resultado de la
medicion. Al igual que en la cuantificacion de mezclas en fraccién masa de OGM
generadas con material vegetal no liofilizado la incertidumbre es un parametro que se
asociara al resultado de la medida y que caracteriza la dispersidon de los valores que

pueden atribuirse al mensurando.
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La cantidad de ADN en las mezclas generadas es repetible y precisa hacia los valores
esperados, esto se demuestra en la Figura 9, donde la amplificaciéon de las muestras al
umbral= 0.086387 en la fase exponencial se observa un aumento comparable de los
productos de reaccién entre las muestras (azul) y los estandares (rosa), en esta fase los
componentes de la reaccién no estan limitados y las reacciones de replicaciéon exhiben

resultados repetibles y uniformes (Cortazar et al, 2004).

En la Tabla 18 se muestran los valores calculados de desviaciéon estandar relativa bajo
condiciones de repetibilidad (RSDr), resultados calculados con la ecuacién 7. De acuerdo
con el criterio de aplicacién el método es preciso pues cumple con al menos diez

repeticiones y todas las RSDr < 25%.

Tabla 18. Resultados de desviacién estandar bajo condiciones de Repetibilidad.

% OGM Desviaciéon estdndar relativa bajo
condiciones de repetibilidad (RSDr)
0.083 9.64
1.01 4.36
11.31 2.58

Amplification Plot

1 /—”’;--:_7’_-‘;/,'_
100 10 1//' 0.1
g 0.1 L.086387
/
/
Y
/
/
0.01 f' /
Jﬂ'l / rf’ /
ORI [
/ N //E\( W\ /i

0.001
6 ] 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 34 36 38 40 4z 44

Cycle

Figura 9. Gréfica de amplificacidén en ensayo PCR del equipo Vii A 7 para el evento especifico MON810, la linea horizontal
indica el umbral y el valor inicial de fluorescencia. Las curvas de amplificacidn provienen de las mezclas 10, 1y 0.1%
(azul). La curva estandar se obtuvo con datos provenientes de este grafico de amplificacidn (rosa).
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Para cumplir con los requerimientos y criterios de validacién del método se evalud la
repetibilidad a través de la cuantificacion de las mezclas GM en dos equipos diferentes de
gPCR (Vii A7 y LC480, Apéndice H e | respectivamente) para evaluar la proximidad de la
concordancia entre los resultados de las mediciones sucesivas del mismo mensurando. El
criterio de aplicacién para la validacién de la metodologia debe ser RSDr < 25% en todo el
intervalo dindmico del método (ENGL, 2008). En la Tabla 19 y 20 se observan los
resultados obtenidos de la estimacion de la incertidumbre del porcentaje de los valores de
cuantificacion del evento especifico MON810 de las diferentes mezclas de hoja en fraccién
masa. Con los cuales se evaluo la precisidon de los datos y concluyendo la existencia de
concordancia entre los resultados esperados y obtenidos. La desviacidn estdndar bajo
condiciones de repetibilidad para las tres mezclas en los dos diferentes equipos es < 25 %
por lo que se cumple con el criterio de precision en los resultados de cuantificacién
utilizando dos equipos termocicladores para qPCR. Los valores de la estimacién de la
incertidumbre en la cuantificacion de mezclas bajo condiciones de repetibilidad (RSDjp)
son comparables entre los equipos utilizados (ViiA 7 y LC480), sin embargo los porcentajes
promedio para la cuantificacion de ADN son mds precisos para los resultados obtenidos en
el equipo ViiA 7 que los obtenidos en el equipo LC480, debido a la concordancia de los

resultados obtenidos con los valores esperados.
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Tabla 19. Resultados obtenidos de la estimacién de la incertidumbre en la cuantificacidon de

mezclas bajo condiciones de repetibilidad, equipo ViiA 7.

% OGM %0GM %0GM %0GM
Equipo Tedrico (0.12%) (1.30%) (10.07%)
Réplica esperado | esperado | esperado
1 0.13 0.96 11.14
2 0.07 1.00 11.52
3 0.09 0.85 11.34
4 0.07 1.13 11.90
. 5 0.1 1.23 11.43
ViiA 7
6 0.04 1.19 10.91
7 0.08 0.91 11.63
8 0.11 0.88 12.17
9 0.07 1.04 12.14
10 0.07 0.86 8.95
Promedio 0.083 1.01 11.31
S 0.025 0.139 0.925
U(RSDyp) 0.008 0.044 0.292
RSDr 9.68 4.37 2.58

Tabla 20. Resultados obtenidos de la estimacidn de la incertidumbre en la cuantificacion de

mezclas bajo condiciones de repetibilidad, equipo LC 480.

% OGM %0GM %0GM %0GM
Equipo Tedrico (0.12%) (1.30%) (10.07%)
Replica esperado | esperado | esperado
1 0.11 0.46 8.22
2 0.13 0.53 7.67
3 0.16 0.61 7.96
4 0.06 0.65 8.49
LC 480 5 0.04 0.77 7.76
6 0.10 0.52 7.69
7 0.07 0.55 7.99
8 0.08 0.56 7.39
9 0.09 0.82 7.36
10 0.05 0.60 7.26
Promedio 0.089 0.61 7.78
S 0.037 0.113 0.394
U(RSDyp) 0.012 0.036 0.124
RSDr 13.24 5.87 1.60
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El proceso de liofilizaciéon permitidé ajustar a una misma concentracion uno de los factores
bioldégicos que influyen en la variacién de la cuantificacion de OGM por la técnica de qPCR,
las moléculas de agua contribuyen al efecto de matriz que se define como “el efecto
combinado de todos los componentes de la muestra que no sean el analito en la medicién
de cantidad” (IUPAC, 1997). El proceso de liofilizacién se realizé como una alternativa para
la medicién cuantitativa de las mezclas de hoja GM elaboradas a fin de lograr obtener

resultados mas cercanos a los valores esperados en fraccion masa.

Dado los resultados anteriores se logré realizar la validacion de la metodologia para la
cuantificacion de mezclas en porcentaje masa/masa con hojas de maiz GM con evento
especifico MON810 y hojas de maiz no GM. Se definié el porcentaje de tres mezclas 0.12,
1.30 y 10.07% los resultados obtenidos de la cuantificacidn por la técnica de PCR tiempo
real son 0.083, 1.01y 11.31% de OGM, con una incertidumbre relativa de + 18.94, + 8.80 y
+ 5.17% respectivamente. Cuando se considera la estimacion de la medicién de la
incertidumbre relativa aplicada a los valores obtenidos experimentalmente se obtienen

valores equivalentes en relacion a los esperados.
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6. Conclusiones

Se logré realizar la validacidon de la metodologia para la cuantificacion de mezclas en
fraccion masa con hojas de maiz GM con el evento especifico MON810 y hojas de maiz no
GM o convencionales. Se definid el porcentaje de tres mezclas 0.12, 1.30 y 10.07% los
resultados obtenidos de la cuantificacion por la técnica de qPCR son 0.083, 1.01y 11.31%
de OGM, con una incertidumbre relativa de +18.94, +8.80 y +5.17% respectivamente.
Cuando se considera la incertidumbre relativa aplicada a los valores obtenidos
experimentalmente se obtienen lo valores tedricos esperados. Estos resultados cumplen
con los criterios de aplicacién en el CNRDOGM, donde la incertidumbre relativa debe ser
<50% en mezclas cuyo porcentaje de OGM es < 0.9 y < 30% en mezclas cuyo porcentaje de
OGM es >1%. Para obtener estos resultados se debe trabajar con muestras libres de
humedad a fin de garantizar resultados confiables durante los ensayos de rutina que

realice el CNRDOGM.

La metodologia propuestas podra ser utilizada por el CNRDOGM para el diagnostico de

muestras GM de tejido vegetal (hoja de maiz).

Los resultados encontrados muestran que una hoja transgénica que contenga la secuencia
del evento especifico en estudio puede ser utilizada como estdndar para determinar la
concentracion de otras hojas o mezclas de hojas que contengan el mismo evento
especifico dentro de su genoma, siempre y cuando el estandar se establezca como la

concentracion en porcentaje masa mas alta.

Los resultados experimentales ponen en evidencia el impacto de los factores bioldgicos en
la cuantificacion de OGM, estos factores impiden la generacién de métodos simples y
rapidos que puedan ser utilizados para regular el contenido de OGM en alimentos, la
metodologia generada contribuye en el analisis cuantitativo de muestras de hojas de maiz
con presencia de material GM en las que no se cuente con los materiales de referencia
adecuados o en los casos en los que sdlo se cuente con tejido vegetal (hoja) como muestra
de analisis.
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8. Apéndice

A
Block Type 96well
Chemistry TAQMAN
Experiment File Name Corrida 515 Identificacion EE MON810 en hoja 2011-08-15
Experiment Run End Time 2011-08-15 16:10:44 PM CDT
Instrument Type sds7500
Passive Reference ROX
Sample | Target Ct Sample | Target Ct
Well | Name | Name Task Reporter Cr Ct Mean CtSD | Threshold Well | Name Name Task Reporter Cr Ct Mean | CTSD | Threshold
A7 M, I, 1 hmg UNKNOWN FAM 24.181 24.181 0.001 0.072 Al M,1,1 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.101 27.126 | 0.036 0.086
A8 M, I, 1 hmg UNKNOWN FAM 24.182 24.181 0.001 0.072 A2 M, 1,1 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.151 27.126 | 0.036 0.086
A9 M, 1,9 hmg | UNKNOWN FAM 24.059 24.032 0.038 0.072 A3 | M,1,9 [ MON810 | UNKNOWN FAM 26.342 26.342 | 0.000 0.086
A10 | M, 1,9 hmg | UNKNOWN FAM 24.005 24.032 0.038 0.072 A4 | M,1,9 [ MON810 | UNKNOWN FAM 26.342 26.342 | 0.000 0.086
A1l | M, 1,17 | hmg | UNKNOWN FAM 24.022 24.020 0.003 0.072 A5 | M,1,17 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.087 27.090 | 0.003 0.086
A12 | M, 1,17 | hmg | UNKNOWN FAM 24.018 24.020 0.003 0.072 A6 | M,I,17 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.092 27.090 | 0.003 0.086
B7 M, |, 2 hmg | UNKNOWN FAM 23.987 23.994 0.011 0.072 B1 M, 1,2 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.111 27.030 |0.114 0.086
B8 M, |, 2 hmg | UNKNOWN FAM 24.001 23.994 0.011 0.072 B2 M, 1,2 | MON810 | UNKNOWN FAM 26.950 27.030 |0.114 0.086
B9 | M,1,10 | hmg | UNKNOWN FAM 24.773 24.642 0.185 0.072 B3 | M,I,10 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.440 27.504 | 0.090 0.086
B10 | M, 1,10 | hmg | UNKNOWN FAM 24.512 24.642 0.185 0.072 B4 | M,1,10 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.568 27.504 | 0.090 0.086
B11 | M, 1,18 | hmg | UNKNOWN FAM 24.852 24.794 0.082 0.072 BS | M,I,18 | MON810 | UNKNOWN FAM 28.369 27.926 |0.627 0.086
B12 | M, 1,18 | hmg | UNKNOWN FAM 24.735 24.794 0.082 0.072 B6 | M,I,18 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.482 27.926 |0.627 0.086
Cc7 M, |, 3 hmg | UNKNOWN FAM 23.219 23.208 0.016 0.072 Cl M, 1,3 | MON810 | UNKNOWN FAM 25.798 25.720 |0.110 0.086
Cc8 M, |, 3 hmg | UNKNOWN FAM 23.197 23.208 0.016 0.072 C2 M, 1,3 | MON810 | UNKNOWN FAM 25.643 25.720 |0.110 0.086
C9 M, 1, 11 hmg UNKNOWN FAM 24.782 24.777 0.007 0.072 C3 M, 1,11 | MON810 | UNKNOWN FAM 28.612 28.348 | 0.373 0.086
Cl0 | M, 1,11 hmg UNKNOWN FAM 24.772 24.777 0.007 0.072 C4 | M, 1,11 | MON810 | UNKNOWN FAM 28.084 28.348 | 0.373 0.086
Cil1 | M, 1,19 hmg UNKNOWN FAM 25.062 25.030 0.046 0.072 C5 M, 1,19 | MON810 | UNKNOWN FAM 28.031 28.133 | 0.144 0.086
Cl12 | M, 1,19 hmg UNKNOWN FAM 24.997 25.030 0.046 0.072 C6 | M, 1,19 | MON810 | UNKNOWN FAM 28.234 28.133 | 0.144 0.086
D7 M, |, 4 hmg | UNKNOWN FAM 23.694 23.757 0.089 0.072 D1 | M,I,4 | MON810 | UNKNOWN FAM 26.316 26.199 |0.165 0.086
D8 M, |, 4 hmg | UNKNOWN FAM 23.820 23.757 0.089 0.072 D2 | M,I,4 | MON810 | UNKNOWN FAM 26.083 26.199 | 0.165 0.086
D9 | M,1,12 | hmg | UNKNOWN FAM 24.884 24.791 0.132 0.072 D3 | M,,12 | MON810 | UNKNOWN FAM 28.366 28.033 | 0.471 0.086
D10 | M, 1,12 | hmg | UNKNOWN FAM 24.697 24.791 0.132 0.072 D4 | M, 1,12 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.700 28.033 | 0.471 0.086
D11 | M,1,20 | hmg | UNKNOWN FAM 23.516 23.436 0.113 0.072 D5 | M, 1,20 | MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086
D12 | M,1,20 | hmg | UNKNOWN FAM 23.356 23.436 0.113 0.072 D6 | M, 1,20 | MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086
E7 | M,1,5 | hmg | UNKNOWN FAM 24.990 24.927 0.089 0.072 El | M, 1,5 | MON810 | UNKNOWN FAM 28.160 28.128 | 0.045 0.086
E8 | M,1,5 | hmg | UNKNOWN FAM 24.865 24.927 0.089 0.072 E2 | M, 1,5 | MON810 | UNKNOWN FAM 28.097 28.128 | 0.045 0.086
E9 M, 1, 13 hmg UNKNOWN FAM 23.654 23.788 0.189 0.072 E3 M, I, 13 | MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086
E10 | M, 1,13 hmg UNKNOWN FAM 23.921 23.788 0.189 0.072 E4 M, I, 13 | MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086
E11 | M, 1,21 hmg UNKNOWN FAM 23.570 23.549 0.030 0.072 ES5 M, 1,21 | MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086
E12 | M, 1,21 hmg UNKNOWN FAM 23.528 23.549 0.030 0.072 E6 M, 1,21 | MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086
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F7 M, 1,6 hmg | UNKNOWN FAM 24.830 24.785 0.065 0.072 F1 M, 1,6 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.794 27.653 | 0.200 0.086
F8 M, 1,6 hmg | UNKNOWN FAM 24.739 24.785 0.065 0.072 F2 M, 1,6 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.512 27.653 | 0.200 0.086
F9 | M, 1,14 | hmg | UNKNOWN FAM 24.173 24.076 0.137 0.072 F3 | M, 1,14 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.203 27.125 | 0.109 0.086
F10 | M, 1,14 | hmg | UNKNOWN FAM 23.979 24.076 0.137 0.072 F4 | M, 1,14 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.048 27.125 | 0.109 0.086
F11 NTC hmg NTC FAM Undetermined 0.072 F5 NTC MON810 NTC FAM Undetermined 0.086
F12 NTC hmg NTC FAM Undetermined 0.072 F6 NTC MON810 NTC FAM Undetermined 0.086
G7 M, 1,7 hmg | UNKNOWN FAM 23.671 23.699 0.039 0.072 Gl M, 1,7 | MON810 | UNKNOWN FAM 26.706 26.663 | 0.062 0.086
G8 M, 1,7 hmg | UNKNOWN FAM 23.726 23.699 0.039 0.072 G2 M, 1,7 | MON810 | UNKNOWN FAM 26.619 26.663 | 0.062 0.086
G9 [ M, 1,15 | hmg | UNKNOWN FAM 23.807 23.809 0.003 0.072 G3 | M, 1,15 | MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086

G10 | M, 1,15 | hmg | UNKNOWN FAM 23.811 23.809 0.003 0.072 G4 | M, 1,15 | MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086

G11 C- hmg | UNKNOWN FAM Undetermined 36.828 0.072 G5 C- MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086

G12 C- hmg UNKNOWN FAM 36.828 36.828 0.072 G6 C- MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086
H7 M, 1,8 hmg UNKNOWN FAM 24.777 24.759 0.024 0.072 H1 M, 1,8 | MON810 | UNKNOWN FAM 28.435 28.437 | 0.003 0.086
H8 M, 1,8 hmg UNKNOWN FAM 24.742 24.759 0.024 0.072 H2 M, 1,8 | MON810 | UNKNOWN FAM 28.439 28.437 | 0.003 0.086
H9 M, 1, 16 hmg UNKNOWN FAM 24.026 23.959 0.095 0.072 H3 M, 1,16 | MON810 | UNKNOWN FAM 27.574 27.281 | 0.415 0.086

H10 | M, 1, 16 hmg UNKNOWN FAM 23.891 23.959 0.095 0.072 H4 | M, 1,16 | MON810 | UNKNOWN FAM 26.987 27.281 | 0.415 0.086

H11 C+ hmg UNKNOWN FAM 21.519 22.157 0.902 0.072 H5 C+ MON810 | UNKNOWN FAM 23.621 23.712 | 0.129 0.086

H12 C+ hmg UNKNOWN FAM 22.795 22.157 0.902 0.072 H6 C+ MON810 | UNKNOWN FAM 23.803 23.712 | 0.129 0.086

B

Block Type 96well

Chemistry TAQMAN

Experiment File Name Corrida 565 Identificacion EE MON810 en hoja 2011-08-15

Experiment Run End Time 2011-08-29 17:23:21 PM CDT

Instrument Type sds7500

Passive Reference ROX

Sample Target Cr Ct Sample Target Ct

Well Name Name Task Reporter Cr Mean | CTSD | Threshold Well Name Name Task Reporter Cr CtMean | CTSD | Threshold
B9 M, 1ll, 7 MON810 UNKNOWN FAM 25.875 25.886 | 0.015 0.086 B3 M, Ill, 7 hmg UNKNOWN FAM 23.152 23.162 | 0.014 0.072
B10 M, 1ll, 7 MON810 UNKNOWN FAM 25.896 25.886 | 0.015 0.086 B4 M, Ill, 7 hmg UNKNOWN FAM 23.172 23.162 | 0.014 0.072
B11 M, I, 7 MON810 UNKNOWN FAM 26.827 26.805 | 0.031 0.086 B5 M, Il, 7 hmg UNKNOWN FAM 24.122 24.101 | 0.029 0.072
B12 M, I, 7 MON810 UNKNOWN FAM 26.783 26.805 | 0.031 0.086 B6 M, Il, 7 hmg UNKNOWN FAM 24.081 24.101 | 0.029 0.072
(o] M, 1ll, 6 MON810 UNKNOWN FAM 25.148 25.154 | 0.008 0.086 Cc3 M, lll, 6 hmg UNKNOWN FAM 22.413 22.404 | 0.012 0.072
C10 M, 1ll, 6 MON810 UNKNOWN FAM 25.159 25.154 | 0.008 0.086 ca M, lll, 6 hmg UNKNOWN FAM 22.396 22.404 | 0.012 0.072
Cl1 M, I, 6 MON810 UNKNOWN FAM 26.777 26.737 | 0.056 0.086 C5 M, I, 6 hmg UNKNOWN FAM 23.981 23.959 | 0.031 0.072
C12 M, I, 6 MON810 | UNKNOWN FAM 26.698 26.737 | 0.056 0.086 C6 M, I, 6 hmg UNKNOWN FAM 23.937 23.959 | 0.031 0.072
D9 M, Ill, 5 MON810 UNKNOWN FAM 26.082 26.075 | 0.009 0.086 D3 M, Ill, 5 hmg UNKNOWN FAM 23.159 23.138 | 0.029 0.072
D10 M, 1lI, 5 MON810 UNKNOWN FAM 26.069 26.075 | 0.009 0.086 D4 M, Ill, 5 hmg UNKNOWN FAM 23.118 23.138 | 0.029 0.072
D11 M, 11,5 MON810 UNKNOWN FAM 26.000 25.975 | 0.035 0.086 D5 M, I, 5 hmg UNKNOWN FAM 23.704 23.649 | 0.078 0.072
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D12 M, Il, 5 MON810 | UNKNOWN FAM 25.951 25.975 | 0.035 0.086 D6 M, I, 5 hmg UNKNOWN FAM 23.593 23.649 | 0.078 0.072
E9 M, Ill,4 | MON810 | UNKNOWN FAM 25.218 25.103 | 0.163 0.086 E3 M, lll, 4 hmg UNKNOWN FAM 22.269 22.258 | 0.016 0.072
E10 M, Ill,4 | MON810 | UNKNOWN FAM 24.987 25.103 | 0.163 0.086 E4 M, I, 4 hmg UNKNOWN FAM 22.247 22.258 | 0.016 0.072
E11 M, Il, 4 MON810 | UNKNOWN FAM 25.705 25.675 | 0.042 0.086 E5 M, I, 4 hmg UNKNOWN FAM 23.396 23.430 | 0.048 0.072
E12 M, Il, 4 MON810 | UNKNOWN FAM 25.645 25.675 | 0.042 0.086 E6 M, Il, 4 hmg UNKNOWN FAM 23.464 23.430 | 0.048 0.072
F7 C+ MON810 | UNKNOWN FAM 24.493 24.526 | 0.047 0.086 F1 C+ hmg UNKNOWN FAM 22.038 22.051 | 0.018 0.072
F8 C+ MON810 | UNKNOWN FAM 24.559 24.526 | 0.047 0.086 F2 C+ hmg UNKNOWN FAM 22.063 22.051 | 0.018 0.072
F9 M, Ill,3 | MON810 | UNKNOWN FAM 25.315 25.304 | 0.016 0.086 F3 M, I, 3 hmg UNKNOWN FAM 23.126 23.322 | 0.276 0.072
F10 M, Ill,3 | MON810 | UNKNOWN FAM 25.293 25.304 | 0.016 0.086 F4 M, I, 3 hmg UNKNOWN FAM 23.517 23.322 | 0.276 0.072
F11 M, Il, 3 MON810 | UNKNOWN FAM 25.312 25.323 | 0.015 0.086 F5 M, 11, 3 hmg UNKNOWN FAM 22.309 22.313 | 0.005 0.072
F12 M, Il, 3 MON810 | UNKNOWN FAM 25.333 25.323 | 0.015 0.086 F6 M, 11, 3 hmg UNKNOWN FAM 22.317 22.313 | 0.005 0.072
G7 C- MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 G1 C- hmg UNKNOWN FAM Undetermined | 37.313 0.072
G8 C- MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 G2 C- hmg UNKNOWN FAM 37.313 37.313 0.072
G9 M, 1ll, 2 MON810 UNKNOWN FAM 25.271 25.269 | 0.003 0.086 G3 M, Ill, 2 hmg UNKNOWN FAM 22.532 22.528 | 0.007 0.072
G10 M, 1ll, 2 MON810 UNKNOWN FAM 25.267 25.269 | 0.003 0.086 G4 M, Ill, 2 hmg UNKNOWN FAM 22.523 22.528 | 0.007 0.072
G11 M, I, 2 MON810 UNKNOWN FAM 25.579 25.510 | 0.097 0.086 G5 M, I, 2 hmg UNKNOWN FAM 23.196 23.173 | 0.034 0.072
G12 M, I, 2 MON810 UNKNOWN FAM 25.442 25.510 | 0.097 0.086 G6 M, I, 2 hmg UNKNOWN FAM 23.149 23.173 | 0.034 0.072
H7 NTC MONS810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 H1 NTC hmg UNKNOWN FAM 36.989 36.989 0.072
H8 NTC MONS810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 H2 NTC hmg UNKNOWN FAM Undetermined | 36.989 0.072
H9 M, 1,1 MON810 UNKNOWN FAM 26.220 26.237 | 0.025 0.086 H3 M, I, 1 hmg UNKNOWN FAM 23.381 23.377 | 0.005 0.072
H10 M, 1,1 MON810 UNKNOWN FAM 26.254 26.237 | 0.025 0.086 H4 M, I, 1 hmg UNKNOWN FAM 23.374 23.377 | 0.005 0.072
H11 M, I, 1 MON810 UNKNOWN FAM 25.014 25.016 | 0.002 0.086 H5 M, I, 1 hmg UNKNOWN FAM 22.591 22.582 | 0.013 0.072
H12 M, I, 1 MON810 UNKNOWN FAM 25.017 25.016 | 0.002 0.086 H6 M, I, 1 hmg UNKNOWN FAM 22.572 22.582 | 0.013 0.072

Block Type 96well

Chemistry TAQMAN

Experiment File Name Corrida 566 Identificacion EE MON810 en hoja 2011-08-30

Experiment Run End Time 2011-08-30 12:11:18 PM CDT

Instrument Type sds7500

Passive Reference ROX

Sample Target Cr Ct Sample | Target Cr

Well Name Name Task Reporter Cr Mean | CTSD | Threshold Well | Name | Name Task Reporter Cr Mean | CtSD | Ct Threshold
Al M, 1V, 1 MON810 UNKNOWN FAM 25.265 25.247 | 0.026 0.086 A7 | M, IV,1 | hmg | UNKNOWN FAM 22.244 22.261 | 0.024 0.072
A2 M, 1V, 1 MON810 UNKNOWN FAM 25.229 25.247 | 0.026 0.086 A8 | M,IV,1 | hmg | UNKNOWN FAM 22.278 22.261 | 0.024 0.072
A3 M, IV, 9 MON810 UNKNOWN FAM 25.421 25.418 | 0.005 0.086 A9 | M, IV,9 | hmg | UNKNOWN FAM 22.401 22.411 | 0.015 0.072
A4 M, IV, 9 MON810 UNKNOWN FAM 25.414 25.418 | 0.005 0.086 A10 | M, IV,9 | hmg | UNKNOWN FAM 22.421 22.411 | 0.015 0.072
A5 NTC MONS810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 All NTC hmg | UNKNOWN FAM Undetermined 0.072
A6 NTC MONS810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 Al12 NTC hmg | UNKNOWN FAM Undetermined 0.072
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B1 M, IV, 2 MON810 | UNKNOWN FAM 26.090 26.303 | 0.300 0.086 B7 | M,IV,2 | hmg | UNKNOWN FAM 22.816 22.882 | 0.094 0.072
B2 M, IV, 2 MON810 | UNKNOWN FAM 26.515 26.303 | 0.300 0.086 B8 | M,IV,2 | hmg | UNKNOWN FAM 22.948 22.882 | 0.094 0.072
B3 M,V, 1 MON810 | UNKNOWN FAM 25.409 25.438 | 0.041 0.086 B9 | M,V,1 | hmg | UNKNOWN FAM 25.740 24.303 | 2.033 0.072
B4 M,V, 1 MON810 | UNKNOWN FAM 25.467 25.438 | 0.041 0.086 B10 | M,V,1 | hmg | UNKNOWN FAM 22.865 24.303 | 2.033 0.072
B5 C- MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 B11 C- hmg | UNKNOWN FAM 36.772 37.263 | 0.694 0.072
B6 C- MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 B12 C- hmg | UNKNOWN FAM 37.754 37.263 | 0.694 0.072
Cl M, IV, 3 MON810 | UNKNOWN FAM 25.962 25.947 | 0.021 0.086 C7 | M, IV,3 | hmg | UNKNOWN FAM 22.559 22.754 | 0.276 0.072
Cc2 M, IV, 3 MON810 | UNKNOWN FAM 25.932 25.947 | 0.021 0.086 C8 | M, IV,3 | hmg | UNKNOWN FAM 22.949 22.754 | 0.276 0.072
C3 M,V, 2 MON810 | UNKNOWN FAM 25.772 25.715 | 0.081 0.086 C9 | M,V,2 | hmg | UNKNOWN FAM 23.381 23.207 | 0.246 0.072
C4 M,V, 2 MON810 | UNKNOWN FAM 25.657 25.715 | 0.081 0.086 C10 | M,V,2 | hmg | UNKNOWN FAM 23.033 23.207 | 0.246 0.072
C5 C+ MON810 | UNKNOWN FAM 25.089 26.971 | 2.661 0.086 Cl1 C+ hmg | UNKNOWN FAM 21.898 21.843 | 0.078 0.072
C6 C+ MON810 UNKNOWN FAM 28.852 26.971 | 2.661 0.086 C12 C+ hmg | UNKNOWN FAM 21.788 21.843 | 0.078 0.072
D1 M, IV, 4 MON810 UNKNOWN FAM 25.861 25.840 | 0.029 0.086 D7 | M, IV,4 | hmg | UNKNOWN FAM 22.556 22.667 | 0.157 0.072
D2 M, IV, 4 MON810 UNKNOWN FAM 25.820 25.840 | 0.029 0.086 D8 | M,IV,4 | hmg | UNKNOWN FAM 22.778 22.667 | 0.157 0.072
D3 M,V, 3 MON810 UNKNOWN FAM 25.999 25.968 | 0.045 0.086 D9 M,V, 3 hmg | UNKNOWN FAM Undetermined | 24.263 0.072
D4 M,V, 3 MON810 UNKNOWN FAM 25.936 25.968 | 0.045 0.086 D10 | M,V, 3 hmg | UNKNOWN FAM 24.263 24.263 0.072
El M, IV, 5 MONS810 UNKNOWN FAM 26.085 26.053 | 0.044 0.086 E7 | M, IV,5 | hmg | UNKNOWN FAM 22.865 22.871 | 0.009 0.072
E2 M, IV, 5 MONS810 UNKNOWN FAM 26.022 26.053 | 0.044 0.086 E8 | M, IV,5 | hmg | UNKNOWN FAM 22.877 22.871 | 0.009 0.072
E3 M,V, 4 MONS810 UNKNOWN FAM 25.271 25.241 | 0.043 0.086 E9 M,V, 4 hmg | UNKNOWN FAM 22.480 22.398 | 0.115 0.072
E4 M,V, 4 MON810 UNKNOWN FAM 25.210 25.241 | 0.043 0.086 E10 | M, V, 4 hmg | UNKNOWN FAM 22.317 22.398 | 0.115 0.072
F1 M, IV, 6 MONS810 UNKNOWN FAM 25.618 25.561 | 0.081 0.086 F7 | M, IV,6 | hmg | UNKNOWN FAM 22.624 22.627 | 0.005 0.072
F2 M, IV, 6 MON810 UNKNOWN FAM 25.504 25.561 | 0.081 0.086 F8 | M,IV,6 | hmg | UNKNOWN FAM 22.631 22.627 | 0.005 0.072
F3 M,V, 5 MON810 UNKNOWN FAM 25.437 25.575 | 0.196 0.086 F9 M, V, 5 hmg | UNKNOWN FAM 22.111 22.152 | 0.058 0.072
F4 M,V, 5 MON810 | UNKNOWN FAM 25.714 25.575 | 0.196 0.086 F10 | M,V,5 | hmg | UNKNOWN FAM 22.192 22.152 | 0.058 0.072
G1 M, IV, 7 MON810 | UNKNOWN FAM 26.982 26.900 | 0.116 0.086 G7 | M, IV,7 | hmg | UNKNOWN FAM 23.888 24.292 | 0.572 0.072
G2 M, IV, 7 MON810 | UNKNOWN FAM 26.819 26.900 | 0.116 0.086 G8 | M,IV,7 | hmg | UNKNOWN FAM 24.697 24.292 | 0.572 0.072
G3 M, V, 6 MON810 | UNKNOWN FAM 25.670 25.688 | 0.025 0.086 G9 | M,V,6 | hmg | UNKNOWN FAM 22.769 22.808 | 0.055 0.072
G4 M, V, 6 MON810 | UNKNOWN FAM 25.705 25.688 | 0.025 0.086 G10 | M,V,6 | hmg | UNKNOWN FAM 22.847 22.808 | 0.055 0.072
H1 M, IV,8 | MON810 | UNKNOWN FAM 25.665 25.659 | 0.008 0.086 H7 | M, IV,8 | hmg | UNKNOWN FAM 22.176 23.410 | 1.745 0.072
H2 M, IV,8 | MON810 | UNKNOWN FAM 25.654 25.659 | 0.008 0.086 H8 | M, IV,8 | hmg | UNKNOWN FAM 24.644 23.410 | 1.745 0.072
H3 M, V, 7 MON810 | UNKNOWN FAM 25.486 25.435 | 0.072 0.086 H9 | M,V,7 | hmg | UNKNOWN FAM 22.302 22.213 | 0.126 0.072
H4 M,V,7 MON810 UNKNOWN FAM 25.384 25.435 | 0.072 0.086 H10 | M, V,7 hmg | UNKNOWN FAM 22.124 22.213 | 0.126 0.072
Block Type 96well
Chemistry TAQMAN

Experiment File Name

Corrida 604 Identificacion EE MON810 en hoja 2011-09-23

Experiment Run End Time

2011-09-23 18:55:01 PM CDT

Instrument Type

sds7500

Passive Reference

ROX
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Sample Target Ct

Well Name Name Task Reporter Cr Threshold Well Sample Name | Target Name Task Reporter Cr Ct Mean | CTSD Ct Threshold
Al Cl1 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 A5 Cl1 hmg UNKNOWN FAM 24.279 24.111 0.239 0.072
A2 Cl1 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 A6 Cl1 hmg UNKNOWN FAM 23.942 24.111 0.239 0.072
A3 C 19 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 A7 Cl19 hmg UNKNOWN FAM 24.890 24.219 0.949 0.072
A4 C 19 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 A8 Cl19 hmg UNKNOWN FAM 23.548 24.219 0.949 0.072
B1 Cl2 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 B5 Cl2 hmg UNKNOWN FAM 25.220 25.183 0.053 0.072
B2 Cl2 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 B6 Cl2 hmg UNKNOWN FAM 25.145 25.183 0.053 0.072
B3 C 1,10 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 B7 C 1,10 hmg UNKNOWN FAM 24.512 24.538 0.037 0.072
B4 C 1,10 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 B8 C 1,10 hmg UNKNOWN FAM 24.563 24.538 0.037 0.072
Cl Cl3 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 C5 Cl3 hmg UNKNOWN FAM 24.036 23.948 0.125 0.072
C2 Cl3 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 C6 Cl3 hmg UNKNOWN FAM 23.860 23.948 0.125 0.072
C3 NTC MONS810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 C7 NTC hmg UNKNOWN FAM Undetermined 0.072
Cc4 NTC MONS810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 C8 NTC hmg UNKNOWN FAM Undetermined 0.072
D1 Cl 4 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 D5 Cl 4 hmg UNKNOWN FAM 24.680 24.056 | 0.882 0.072
D2 Cl 4 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 D6 Cl 4 hmg UNKNOWN FAM 23.433 24.056 | 0.882 0.072
D3 C- MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 D7 C- hmg UNKNOWN FAM Undetermined | 37.340 0.072
D4 C- MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 D8 C- hmg UNKNOWN FAM 37.340 37.340 0.072
El C 1,5 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 E5 C 1,5 hmg UNKNOWN FAM 23.726 23.531 | 0.276 0.072
E2 C 15 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 E6 C 15 hmg UNKNOWN FAM 23.335 23.531 | 0.276 0.072
E3 C+ MON810 | UNKNOWN FAM 25.020 0.086 E7 C+ hmg UNKNOWN FAM 22.040 21.714 | 0.460 0.072
E4 C+ MON810 | UNKNOWN FAM 24.945 0.086 E8 C+ hmg UNKNOWN FAM 21.389 21.714 | 0.460 0.072
F1 C 16 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 F5 Cl,6 hmg UNKNOWN FAM 24.402 23.963 | 0.622 0.072
F2 C 16 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 F6 Cl,6 hmg UNKNOWN FAM 23.523 23.963 | 0.622 0.072
G1 Cl7 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 G5 C 7 hmg UNKNOWN FAM 24.320 24.329 | 0.012 0.072
G2 Cl7 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 G6 C 7 hmg UNKNOWN FAM 24.337 24.329 | 0.012 0.072
H1 Cl8 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 H5 C 18 hmg UNKNOWN FAM 23.215 23.215 0.000 0.072
H2 Cl8 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 H6 C 18 hmg UNKNOWN FAM 23.215 23.215 0.000 0.072

Block Type 96well

Chemistry TAQMAN

Experiment File Name Corrida 607 Identificacién EE MON810 en hoja 2011-09-26

Experiment Run End Time 2011-09-26 12:35:26 PM CDT

Instrument Type sds7500

Passive Reference ROX

Sample Target Ct

Well Name Name Task Reporter Cr Threshold Well Sample Name | Target Name Task Reporter Cr Ct Mean | CTSD Ct Threshold

Al C I, 1 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 A5 Cl,1 hmg UNKNOWN FAM 23.342 23.389 | 0.067 0.072
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A2 C 1 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 A6 Cll,1 hmg UNKNOWN FAM 23.437 23.389 | 0.067 0.072
A3 C 1,9 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 A7 CI,9 hmg UNKNOWN FAM 33.464 29.636 | 5.415 0.072
A4 C 1,9 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 A8 CI,9 hmg UNKNOWN FAM 25.807 29.636 | 5.415 0.072
B1 Cl,2 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 B5 Cll,2 hmg UNKNOWN FAM 23.653 23.748 | 0.134 0.072
B2 Cl,2 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 B6 Cll,2 hmg UNKNOWN FAM 23.843 23.748 | 0.134 0.072
B3 C, 11,10 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 B7 C, 11,10 hmg UNKNOWN FAM 25.643 25.554 | 0.126 0.072
B4 C, 11,10 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 B8 C, 11,10 hmg UNKNOWN FAM 25.465 25.554 | 0.126 0.072
Cl Cl,3 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 C5 Cll,3 hmg UNKNOWN FAM 23.117 23.135 | 0.026 0.072
C2 Cl,3 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 C6 Cll,3 hmg UNKNOWN FAM 23.154 23.135 | 0.026 0.072
C3 NTC MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 Cc7 NTC hmg UNKNOWN FAM Undetermined 0.072
C4 NTC MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 C8 NTC hmg UNKNOWN FAM Undetermined 0.072
D1 Cl, 4 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 D5 Cll, 4 hmg UNKNOWN FAM 24.579 24.602 | 0.032 0.072
D2 Cll, 4 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 D6 Cll, 4 hmg UNKNOWN FAM 24.625 24.602 | 0.032 0.072
D3 C- MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 D7 hmg UNKNOWN FAM 36.568 37.204 | 0.900 0.072
D4 C- MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 D8 hmg UNKNOWN FAM 37.840 37.204 | 0.900 0.072
El Cl,5 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 E5 C I, 5 hmg UNKNOWN FAM 23.423 23.435 | 0.016 0.072
E2 Cl,5 MONS810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 E6 CIl,5 hmg UNKNOWN FAM 23.446 23.435 | 0.016 0.072
E3 C+ MONS810 UNKNOWN FAM 24.690 0.086 E7 C+ hmg UNKNOWN FAM 21.767 21.848 | 0.114 0.072
E4 C+ MONS810 UNKNOWN FAM 24.553 0.086 E8 C+ hmg UNKNOWN FAM 21.928 21.848 | 0.114 0.072
F1 Cll,6 MONS810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 F5 Cll,6 hmg UNKNOWN FAM 25.692 25.715 | 0.033 0.072
F2 Cll,6 MONS810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 F6 Cll,6 hmg UNKNOWN FAM 25.738 25.715 | 0.033 0.072
G1 Cll,7 MON810 UNKNOWN FAM 18.297 0.086 G5 Cll,7 hmg UNKNOWN FAM 24.934 24.985 | 0.072 0.072
G2 Cll,7 MON810 UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 G6 Cll,7 hmg UNKNOWN FAM 25.037 24.985 | 0.072 0.072
H1 C 1,8 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 H5 Cll,8 hmg UNKNOWN FAM 24.922 24.917 | 0.008 0.072
H2 C 1,8 MON810 | UNKNOWN FAM Undetermined 0.086 H6 Cll,8 hmg UNKNOWN FAM 24911 24.917 | 0.008 0.072
F

Experiment name: Corrida 988 Cuantificacion mezclas MON810/Convencional 0.1y 1.0% 2012_03_23 (%d)

Created on: 3/23/2012 12:43:58 PM

Software version: LCS480 1.5.0.39

Applied templates: | 1: Mono Color Hydrolysis Probe - UPL Probe 96-II I

Run: Started at 3/23/2012 12:50:05 PM and completed at 3/23/2012 2:06:56 PM.

Block type: 96 wells I

Filter combinations:

Quant Max integration
Active Name Melt factor | factor time
Yes FAM 1.000 10.000 2 second(s)
MON810 hmg
Include | Pos | Name Cp Concentration Standard Include | Pos | Name Cp Concentration Standard
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True A4 1A0.1% 35.510 0.338 0.000
True A5 1A0.1% 35.160 0.423 0.000
True A8 1A 1% 32.540 2.290 0.000
True A9 1A 1% 32.490 2.360 0.000
True B4 1B0.1% 36.630 0.164 0.000
True B5 1B0.1% 36.150 0.224 0.000
True B8 1B 1% 32.250 2.770 0.000
True B9 1B 1% 32.150 2.950 0.000
True Ca IA1% 35.570 0.324 0.000
True C5 IA1% 35.220 0.407 0.000
True C8 1A 1% 33.500 1.230 0.000
True C9 1A 1% 33.460 1.270 0.000
True D4 11B0.1% 35.290 0.389 0.000
True D5 11B0.1% 35.260 0.397 0.000
True D8 1B 1% 33.310 1.400 0.000
True D9 1B 1% 33.180 1.520 0.000
True E4 1A 0.1% 35.830 0.276 0.000
True ES5 1A 0.1% 35.230 0.404 0.000
True E8 INA1% 33.320 1.390 0.000
True E9 A 1% 32.940 1.780 0.000
True F4 111B0.1% 35.620 0.315 0.000
True F5 111B0.1% 35.830 0.274 0.000
True F8 1B 1% 33.280 1.420 0.000
True F9 1B 1% 32.990 1.720 0.000
True G4 IVA0.1% 36.260 0.208 0.000
True G5 IVA0.1% 35.740 0.291 0.000
True G8 IVA1% 33.540 1.210 0.000
True G9 IVA1% 33.050 1.650 0.000
True H4 IVB0.1% 35.570 0.325 0.000
True H5 IVB0.1% 35.560 0.328 0.000
True H8 IVB 1% 33.430 1.290 0.000
True H9 IVB 1% 33.260 1.450 0.000
True Al12 NTC 41.440 0.007 0.000
True B12 NTC 40.110 0.017 0.000
True C12 C- MR 100 42.120 0.005 0.000
True D12 C- MR 100 42.450 0.004 0.000
True Al 100.000 26.740 96.900 100.000
True A2 100.000 26.660 102.000 100.000
True A3 100.000 26.650 103.000 100.000
True Bl 10.000 30.290 9.780 10.000
True B2 10.000 30.260 9.950 10.000
True B3 10.000 30.060 11.300 10.000
True C1 1.000 33.880 0.964 1.000

True A6 1A0.1% 24.820 103.000 0.000
True A7 I1A0.1% 24.790 105.000 0.000
True A10 1A 1% 25.320 74.900 0.000
True All 1A 1% 25.340 73.800 0.000
True B6 1B0.1% 25.560 64.000 0.000
True B7 1B0.1% 25.470 67.800 0.000
True B10 1B 1% 25.110 85.800 0.000
True B11 1B 1% 25.070 87.700 0.000
True C6 I1A1% 25.500 66.700 0.000
True C7 I1A1% 25.500 66.400 0.000
True C10 1A 1% 25.350 73.200 0.000
True Cl1 1A 1% 25.510 66.200 0.000
True D6 11B0.1% 25.170 82.100 0.000
True D7 11B0.1% 25.180 82.000 0.000
True D10 1B 1% 25.120 84.800 0.000
True D11 1B 1% 25.070 88.000 0.000
True E6 II1A0.1% 25.440 69.300 0.000
True E7 II1A0.1% 25.440 69.200 0.000
True E10 A 1% 25.360 72.700 0.000
True E11 A 1% 25.330 74.100 0.000
True F6 I1B0.1% 24.870 100.000 0.000
True F7 I1B0.1% 24.870 99.700 0.000
True F10 1B 1% 25.320 74.600 0.000
True F11 I11B 1% 25.380 72.000 0.000
True G6 IVAO0.1% 25.510 66.200 0.000
True G7 IVAO0.1% 25.510 66.000 0.000
True G10 IVA1% 25.070 87.600 0.000
True G11 IVA1% 25.090 86.900 0.000
True H6 IVBO0.1% 25.620 61.500 0.000
True H7 IVBO0.1% 25.690 59.000 0.000
True H10 IVB 1% 25.210 80.200 0.000
True H11 IVB 1% 25.200 80.900 0.000
True E12 NTC 0.000
True F12 NTC 0.000
True G12 C- MR 189 0.000
True H12 C- MR 189 0.000
True E1 100.000 24.840 102.000 100.000
True E2 100.000 24.860 100.000 100.000
True E3 100.000 24.850 101.000 100.000
True F1 10.000 28.540 9.320 10.000
True F2 10.000 28.450 9.880 10.000
True F3 10.000 28.470 9.760 10.000
True G1 1.000 31.950 1.030 1.000
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True C2 1.000 33.750 1.050 1.000 True G2 1.000 31.980 1.010 1.000
True C3 1.000 34.160 0.808 1.000 True G3 1.000 32.010 0.991 1.000
True D1 0.100 37.800 0.077 0.100 True H1 0.100 35.470 0.106 0.100
True D2 0.100 36.910 0.137 0.100 True H2 0.100 36.060 0.072 0.100
False D3 0.100 0.100 True H3 0.100 34.990 0.145 0.100
G
Experiment name: Corrida 989 Cuantificacion mezclas MON810/Convencional 10% 2012_03_23 (%d)
Created on: 3/23/2012 2:20:29 PM
Software version: LCS480 1.5.0.39
Applied templates: I 1: Mono Color Hydrolysis Probe - UPL Probe 96-I1 |
Run: Started at 3/23/2012 2:23:34 PM and completed at 3/23/2012 3:40:26 PM. I
Block type: 96 wells |
Filter combinations:
Quant Max integration
Active Name Melt factor | factor time
Yes FAM 1.000 10.000 2 second(s)
MONS810 hmg
Include | Pos Name Cp Concentration Standard Include Pos Name Cp Concentration Standard
True Al 100.000 26.920 85.200 100.000 True A6 I A10% 27.490 45.500 0.000
True A2 100.000 26.650 101.000 100.000 True A7 I A 10% 27.710 39.100 0.000
True A3 100.000 26.590 105.000 100.000 True B6 I B 10% 27.780 37.300 0.000
True A4 I A 10% 30.630 7.800 0.000 True B7 1B 10% 27.690 39.600 0.000
True A5 I A 10% 30.540 8.270 0.000 True C6 Il A 10% 27.980 32.300 0.000
True All NTC 38.150 0.062 0.000 True Cc7 Il A 10% 28.070 30.400 0.000
True A12 NTC 37.790 0.078 0.000 True D6 11 B 10% 27.610 41.600 0.000
True B1 10.000 30.470 8.640 10.000 True D7 11 B 10% 27.700 39.200 0.000
True B2 10.000 30.320 9.500 10.000 True E1 100.000 26.450 92.100 100.000
True B3 10.000 30.290 9.730 10.000 True E2 100.000 26.330 100.000 100.000
True B4 1B 10% 30.520 8.400 0.000 True E3 100.000 26.260 105.000 100.000
True B5 1B 10% 30.670 7.630 0.000 True E6 111 A 10% 27.590 42.500 0.000
True B11 C- MR 100 39.500 0.026 0.000 True E7 111 A 10% 27.550 43.500 0.000
True B12 C- MR 100 40.880 0.011 0.000 True F1 10.000 29.600 10.700 10.000
True Cl 1.000 33.930 0.935 1.000 True F2 10.000 29.770 9.490 10.000
True Cc2 1.000 33.610 1.150 1.000 True F3 10.000 29.490 11.500 10.000
True C3 1.000 33.720 1.070 1.000 True F6 I B 10% 27.680 39.700 0.000
True C4 Il A 10% 31.830 3.610 0.000 True F7 I B 10% 27.710 39.100 0.000
True C5 Il A 10% 31.600 4.170 0.000 True Gl 1.000 33.440 0.774 1.000
True D1 0.100 37.200 0.114 0.100 True G2 1.000 33.260 0.873 1.000
True D2 0.100 38.870 0.039 0.100 True G3 1.000 33.270 0.869 1.000
True D3 0.100 37.440 0.097 0.100 True G6 IV A 10% 27.700 39.200 0.000
True D4 Il B10% 31.440 4.650 0.000 True G7 IV A 10% 27.730 38.400 0.000
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True D5 11 B10% 31.650 4.060 0.000 True G11 NTC 0.000
True E4 111 A 10% 31.010 6.110 0.000 True G12 NTC 0.000
True E5 111 A 10% 31.120 5.700 0.000 True H1 0.100 36.700 0.083 0.100
True F4 111 B 10% 30.690 7.490 0.000 True H2 0.100 36.070 0.127 0.100
True F5 Il B 10% 30.860 6.740 0.000 True H3 0.100 36.320 0.107 0.100
True G4 IV A 10% 30.850 6.760 0.000 True H6 IV B 10% 27.770 37.500 0.000
True G5 IV A 10% 30.890 6.590 0.000 True H7 IV B 10% 27.960 32.800 0.000
True H4 IV B 10% 30.800 6.990 0.000 True H11 C- MR 189 0.000
True H5 IV B 10% 30.840 6.820 0.000 True H12 C- MR 189 0.000
H
Block Type 384-Well Block
Chemistry TAQMAN
Experiment Name Corrida 1090 Cuantificacién mezclas liofilizadas 0.1 1y 10% 2012-05-23
Experiment Run End Time 2012-05-23 18:59:43 PM CDT
Experiment Type Standard Curve
Instrument Name ViiA7
Instrument Type ViiA 7
Passive Reference ROX
Quantification Cycle Method Ct
Well Sample Target Ct Quantity Ct Well Sample Quantity
Well | Position Name Name CcT Mean Quantity Mean Threshold Well | Position Name Target Name CT Ct Mean | Quantity Mean Ct Threshold
11 All 10.1% MON810 | 33.123 | 33.123 0.871 0.871 0.086 12 Al2 110.1% MON810 36.080 | 36.080 0.120 0.120 0.086
13 Al3 10.1% hmg 23.782 | 23.782 90.475 90.475 0.064 14 Al4 110.1% hmg 23.748 23.748 92.630 92.630 0.064
35 B11 Sample1 | MONS810 |33.094 | 33.094 0.888 0.888 0.086 36 B12 Sample 12 MON810 36.903 | 36.903 0.069 0.069 0.086
37 B13 Sample 1 hmg 23.807 | 23.807 88.863 88.863 0.064 38 B14 Sample 12 hmg 23.741 | 23.741 | 93.068 93.068 0.064
59 C11 Sample 2 | MON810 |33.304 | 33.304 0.771 0.771 0.086 60 C12 Sample 13 MON810 36.568 | 36.568 0.086 0.086 0.086
61 C13 Sample 2 hmg 23.771 | 23.771 91.171 91.171 0.064 62 Cl4 Sample 13 hmg 23.725 | 23.725 | 94.092 94.092 0.064
83 D11 Sample3 | MONS810 |33.573 | 33.573 0.644 0.644 0.086 84 D12 Sample 14 MON810 36.970 | 36.970 0.066 0.066 0.086
85 D13 Sample 3 hmg 23.785 | 23.785 90.268 90.268 0.064 86 D14 Sample 14 hmg 23.724 | 23.724 | 94.155 94.155 0.064
107 E11 Sample 4 | MONS810 |33.279 | 33.279 0.784 0.784 0.086 108 E12 Sample 15 MON810 36.517 | 36.517 0.089 0.089 0.086
109 E13 Sample 4 hmg 23.758 | 23.758 92.000 92.000 0.064 110 E14 Sample 15 hmg 23.727 | 23.727 | 93.949 93.949 0.064
131 F11 Sample5 | MONS810 |32.882 | 32.882 1.024 1.024 0.086 132 F12 Sample 16 MONS810 37.806 | 37.806 0.038 0.038 0.086
133 F13 Sample 5 hmg 23.774 | 23.774 90.927 90.927 0.064 134 F14 Sample 16 hmg 23.772 | 23.772 | 91.083 91.083 0.064
155 G11 Sample 6 | MONS810 |32.723 | 32.723 1.140 1.140 0.086 156 G12 Sample 17 MONS810 35.997 | 35.997 0.127 0.127 0.086
157 G13 Sample 6 hmg 23.752 | 23.752 92.342 92.342 0.064 158 Gl4 Sample 17 hmg 23.033 | 23.033 | 152.422 | 152.422 0.064
179 H11 Sample 7 | MONS810 |32.841 | 32.841 1.052 1.052 0.086 180 H12 Sample 18 MON810 35.682 | 35.682 0.156 0.156 0.086
181 H13 Sample 7 hmg 23.815 | 23.815 88.389 88.389 0.064 182 H14 Sample 18 hmg 23.126 | 23.126 | 142.878 | 142.878 0.064
203 111 Sample 8 | MONS810 |33.270 | 33.270 0.789 0.789 0.086 204 112 Sample 19 MONS810 36.373 | 36.373 0.098 0.098 0.086
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205 113 Sample 8 hmg 23.837 | 23.837 87.073 87.073 0.064 206 114 Sample 19 hmg 23.080 | 23.080 | 147.541 | 147.541 0.064
227 J11 Sample9 | MONS810 |33.335| 33.335 0.755 0.755 0.086 228 J12 Sample 20 MON810 36.268 | 36.268 0.106 0.106 0.086
229 J13 Sample 9 hmg 23.853 | 23.853 86.095 86.095 0.064 230 114 Sample 20 hmg 23.006 | 23.006 | 155.254 | 155.254 0.064
251 K11 Sample 10 | MON810 | 33.090 | 33.090 0.891 0.891 0.086 252 K12 Sample 21 MON810 37.340 | 37.340 0.051 0.051 0.086
253 K13 Sample 10 hmg 23.865 | 23.865 85.359 85.359 0.064 254 K14 Sample 21 hmg 23.055 | 23.055 | 150.076 | 150.076 0.064
275 L11 Sample 11 | MON810 |33.290 | 33.290 0.779 0.779 0.086 276 L12 Sample 22 MON810 37.388 | 37.388 0.050 0.050 0.086
277 L13 Sample 11 hmg 23.776 | 23.776 90.836 90.836 0.064 278 L14 Sample 22 hmg 23.068 | 23.068 | 148.789 | 148.789 0.064
Well Sample Target Ct Quantity Ct Well Sample Quantity
Well | Position Name Name CcT Mean Quantity Mean Threshold Well | Position Name Target Name CcT Ct Mean | Quantity Mean Ct Threshold
15 Al5 11% MONS810 | 29.165| 29.165 12.395 12.395 0.086 16 Al6 I11% MON810 29.898 29.898 7.581 7.581 0.086
17 Al7 11% hmg 23.484 | 23.484 111.314 111.314 0.064 18 Al18 I11% hmg 23.264 23.264 | 129.727 129.727 0.064
39 B15 Sample 23 | MON810 |29.145| 29.145 12.564 12.564 0.086 40 B16 Sample 34 MON810 29.717 | 29.717 8.560 8.560 0.086
41 B17 Sample 23 hmg 23.514 | 23.514 109.028 109.028 0.064 42 B18 Sample 34 hmg 23.299 | 23.299 | 126.606 | 126.606 0.064
63 C15 Sample 24 | MON810 |29.146 | 29.146 12.562 12.562 0.086 64 C16 Sample 35 MON810 29.772 | 29.772 8.253 8.253 0.086
65 C17 Sample 24 hmg 23.491 | 23.491 110.788 110.788 0.064 66 C18 Sample 35 hmg 23.309 | 23.309 | 125.751 | 125.751 0.064
87 D15 Sample 25 | MON810 |29.133 | 29.133 12.670 12.670 0.086 88 D16 Sample 36 MON810 29.826 | 29.826 7.955 7.955 0.086
89 D17 Sample 25 hmg 23.547 | 23.547 106.512 106.512 0.064 90 D18 Sample 36 hmg 23.275 | 23.275 | 128.736 | 128.736 0.064
111 E15 Sample 26 | MON810 |29.151| 29.151 12.516 12.516 0.086 112 E16 Sample 37 MON810 29.910 | 29.910 7.522 7.522 0.086
113 E17 Sample 26 hmg 23.507 | 23.507 109.519 109.519 0.064 114 E18 Sample 37 hmg 23.227 | 23.227 | 133.112 | 133.112 0.064
135 F15 Sample 27 | MON810 |29.188 | 29.188 12.210 12.210 0.086 136 F16 Sample 38 MON810 29.728 | 29.728 8.496 8.496 0.086
137 F17 Sample 27 hmg 23.477 | 23.477 111.896 111.896 0.064 138 F18 Sample 38 hmg 23.221 | 23.221 | 133.674 | 133.674 0.064
159 G15 Sample 28 | MON810 | 29.469 | 29.469 10.115 10.115 0.086 160 G16 Sample 39 MON810 30.024 | 30.024 6.966 6.966 0.086
161 G17 Sample 28 hmg 23.838 | 23.838 86.997 86.997 0.064 162 G18 Sample 39 hmg 23.805 | 23.805 | 89.013 89.013 0.064
183 H15 Sample 29 | MON810 | 29.358 | 29.358 10.896 10.896 0.086 184 H16 Sample 40 MON810 30.036 | 30.036 6.910 6.910 0.086
185 H17 Sample 29 hmg 23.797 | 23.797 89.522 89.522 0.064 186 H18 Sample 40 hmg 23.786 | 23.786 | 90.166 90.166 0.064
207 115 Sample 30 | MON810 |29.418 | 29.418 10.465 10.465 0.086 208 116 Sample 41 MON810 29.900 | 29.900 7.572 7.572 0.086
209 117 Sample 30 hmg 23.878 | 23.878 84.613 84.613 0.064 210 118 Sample 41 hmg 23.872 | 23.872 | 84.957 84.957 0.064
231 J15 Sample 31 | MON810 |29.490 | 29.490 9.972 9.972 0.086 232 J16 Sample 42 MON810 29.939 | 29.939 7.376 7.376 0.086
233 117 Sample 31 hmg 23.921 | 23.921 82.120 82.120 0.064 234 J18 Sample 42 hmg 23.767 23.767 91.418 91.418 0.064
255 K15 Sample 32 | MON810 | 29.502 | 29.502 9.892 9.892 0.086 256 K16 Sample 43 MON810 30.004 | 30.004 7.062 7.062 0.086
257 K17 Sample 32 hmg 23.946 | 23.946 80.677 80.677 0.064 258 K18 Sample 43 hmg 23.831 | 23.831 | 87.413 87.413 0.064
279 L15 Sample 33 | MON810 |29.483 | 29.483 10.015 10.015 0.086 280 L16 Sample 44 MON810 30.144 | 30.144 6.426 6.426 0.086
281 L17 Sample 33 hmg 23.477 | 23.477 111.892 111.892 0.064 282 L18 Sample 44 hmg 23.825 | 23.825 | 87.761 87.761 0.064
Well Sample Target Ct Quantity Ct Well Sample Quantity
Well | Position Name Name CT Mean Quantity Mean Threshold Well | Position Name Target Name CT Ct Mean | Quantity Mean Ct Threshold
19 A19 110% MONS810 |31.364 | 31.364 2.836 2.836 0.086 20 A20 11 10% MON810 29.988 | 29.988 7.140 7.140 0.086
21 A21 110% hmg 23.128 | 23.128 142.628 142.628 0.064 22 A22 11 10% hmg 23.258 | 23.258 | 130.262 | 130.262 0.064
43 B19 Sample 45 | MON810 |31.106 | 31.106 3.372 3.372 0.086 44 B20 Sample 56 MON810 30.009 | 30.009 7.038 7.038 0.086
45 B21 Sample 45 hmg 23.065 | 23.065 149.089 149.089 0.064 46 B22 Sample 56 hmg 23.224 | 23.224 | 133.378 | 133.378 0.064
67 C19 Sample 46 | MON810 |31.077 | 31.077 3.437 3.437 0.086 68 C20 Sample 57 MON810 29.924 | 29.924 7.450 7.450 0.086
69 Cc21 Sample 46 hmg 23.011 | 23.011 154.743 154.743 0.064 70 C22 Sample 57 hmg 23.293 | 23.293 | 127.186 | 127.186 0.064
91 D19 Sample 47 | MON810 | 30.980 | 30.980 3.668 3.668 0.086 92 D20 Sample 58 MON810 30.054 | 30.054 6.828 6.828 0.086
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93 D21 Sample 47 hmg 23.031| 23.031 152.630 152.630 0.064 94 D22 Sample 58 hmg 23.181 | 23.181 | 137.518 | 137.518 0.064
115 E19 Sample 48 | MON810 | 30.970 | 30.970 3.693 3.693 0.086 116 E20 Sample 59 MON810 29.991 | 29.991 7.124 7.124 0.086
117 E21 Sample 48 hmg 22.981 | 22.981 157.979 157.979 0.064 118 E22 Sample 59 hmg 23.283 | 23.283 | 128.043 | 128.043 0.064
139 F19 Sample 49 | MON810 | 31.059 | 31.059 3.478 3.478 0.086 140 F20 Sample 60 MON810 29.814 | 29.814 8.021 8.021 0.086
141 F21 Sample 49 hmg 23.123 | 23.123 143.185 143.185 0.064 142 F22 Sample 60 hmg 23.238 | 23.238 | 132.144 | 132.144 0.064
163 G19 Sample 50 | MON810 | 31.046 | 31.046 3.510 3.510 0.086 164 G20 Sample 61 MON810 30.080 | 30.080 6.712 6.712 0.086
165 G21 Sample 50 hmg 23.523 | 23.523 108.365 108.365 0.064 166 G22 Sample 61 hmg 23.389 | 23.389 | 118.957 | 118.957 0.064
187 H19 Sample 51 | MON810 | 30.964 | 30.964 3.708 3.708 0.086 188 H20 Sample 62 MON810 30.102 | 30.102 6.612 6.612 0.086
189 H21 Sample 51 hmg 23.410 | 23.410 117.241 117.241 0.064 190 H22 Sample 62 hmg 23.439 | 23.439 | 114.898 | 114.898 0.064
211 119 Sample 52 | MON810 | 30.925| 30.925 3.806 3.806 0.086 212 120 Sample 63 MON810 30.156 | 30.156 6.375 6.375 0.086
213 121 Sample 52 hmg 23.495 | 23.495 110.480 110.480 0.064 214 122 Sample 63 hmg 23.403 | 23.403 | 117.750 | 117.750 0.064
235 J19 Sample 53 | MON810 | 30.843 | 30.843 4.021 4.021 0.086 236 J20 Sample 64 MON810 30.115 | 30.115 6.553 6.553 0.086
237 J21 Sample 53 hmg 23.518 | 23.518 108.719 108.719 0.064 238 J22 Sample 64 hmg 23.423 23.423 | 116.118 116.118 0.064
259 K19 Sample 54 | MON810 | 30.902 | 30.902 3.867 3.867 0.086 260 K20 Sample 65 MON810 30.118 | 30.118 6.541 6.541 0.086
261 K21 Sample 54 hmg 23.498 | 23.498 110.263 110.263 0.064 262 K22 Sample 65 hmg 23.458 23.458 | 113.316 113.316 0.064
283 L19 Sample 55 | MON810 | 30.946 | 30.946 3.752 3.752 0.086 284 L20 Sample 66 MON810 30.196 | 30.196 6.206 6.206 0.086
285 121 Sample 55 hmg 23.444 | 23.444 | 114.446 114.446 0.064 286 | L22 Sample 66 hmg 23.406 | 23.406 | 117.497 | 117.497 0.064
|
Experiment name: Corrida 1102 Cuantificacion mezclas liofilizadas 0.1, 1y 10% 2012_06_12
Created on: 6/12/2012 11:14:53 AM
Software version: LCS480 1.5.0.39
Applied templates: | 1: Mono Color Hydrolysis Probe - UPL Probe 96-II |
Run: Started at 6/12/2012 11:17:59 AM and completed at 6/12/2012 12:28:10 PM. |
Block type: 96 wells |
Filter combinations:
Quant Max integration
Active Name Melt factor | factor time
Yes FAM 1.000 10.000 2 second(s)
MON810 hmg
Include | Pos Name Cp Concentration Standard Include Pos Name Cp Concentration Standard

True Al 100.000 26.910 93.900 100.000 True A6 10.1% 25.030 130.000 0.000

True A2 100.000 26.770 103.000 100.000 True A7 10.1% 24.980 134.000 0.000

True A3 100.000 26.700 108.000 100.000 True Al10 11% 24.700 163.000 0.000

True Al 10.1% 36.440 0.147 0.000 True All 11% 24.720 162.000 0.000

True A5 10.1% 36.210 0.172 0.000 True B6 10.1% 25.000 133.000 0.000

True A8 11% 34.040 0.748 0.000 True B7 10.1% 24.990 134.000 0.000

True A9 11% 33.850 0.851 0.000 True B10 11% 24.760 157.000 0.000

True Al12 NTC 0.000 True B11 11% 24.700 164.000 0.000
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True Bl 10.000 30.260 9.720 10.000
True B2 10.000 30.210 10.100 10.000
True B3 10.000 30.160 10.400 10.000
True B4 10.1% 35.910 0.211 0.000
True B5 10.1% 37.310 0.082 0.000
True B8 11% 33.680 0.956 0.000
True B9 11% 33.540 1.060 0.000
True B12 NTC 0.000
True C1 1.000 33.760 0.906 1.000
True Cc2 1.000 33.980 0.782 1.000
True C3 1.000 33.650 0.980 1.000
True C4 10.1% 37.920 0.054 0.000
True C5 10.1% 36.670 0.126 0.000
True C8 11% 33.360 1.190 0.000
True C9 11% 33.920 0.813 0.000
True C12 C- MR100 37.620 0.066 0.000
True D1 0.100 36.920 0.107 0.100
True D2 0.100 37.410 0.076 0.100
True D3 0.100 36.010 0.198 0.100
True D4 10.1% 37.110 0.094 0.000
True D5 10.1% 36.950 0.104 0.000
True D8 11% 33.800 0.885 0.000
True D9 11% 33.800 0.885 0.000
True D12 C- MR100 37.160 0.091 0.000
True E4 10.1% 36.690 0.124 0.000
True E5 10.1% 37.620 0.066 0.000
True E8 11% 33.220 1.310 0.000
True E9 11% 33.610 1.000 0.000
True F4 110% 29.950 12.000 0.000
True F5 110% 30.050 11.200 0.000
True F6 110% 30.040 11.300 0.000
True F7 110% 29.970 11.800 0.000
True G4 110% 30.060 11.100 0.000
True G5 110% 30.070 11.000 0.000
True G6 110% 30.010 11.500 0.000
True G7 110% 30.180 10.200 0.000
True H4 110% 30.140 10.600 0.000
True H5 110% 30.130 10.600 0.000

True C6 10.1% 25.030 130.000 0.000
True Cc7 10.1% 25.040 129.000 0.000
True C10 11% 24.770 155.000 0.000
True Cl11 11% 24.770 156.000 0.000
True D6 10.1% 24.980 134.000 0.000
True D7 10.1% 24.960 136.000 0.000
True D10 1% 24.730 161.000 0.000
True D11 1% 24.760 157.000 0.000
True El 100.000 25.330 105.000 100.000
True E2 100.000 25.350 104.000 100.000
True E3 100.000 25.350 104.000 100.000
True E6 10.1% 24.950 138.000 0.000
True E7 10.1% 25.020 131.000 0.000
True E10 1% 24.730 160.000 0.000
True E11 1% 24.680 166.000 0.000
True E12 NTC 0.000
True F1 10.000 28.840 9.200 10.000
True F2 10.000 28.850 9.160 10.000
True F3 10.000 28.910 8.800 10.000
True F8 110% 24.870 146.000 0.000
True F9 110% 24.870 146.000 0.000
True F10 110% 24.910 142.000 0.000
True F11 110% 24.930 139.000 0.000
True F12 NTC 40.000 0.005 0.000
True G1 1.000 31.970 1.050 1.000
True G2 1.000 31.930 1.080 1.000
True G3 1.000 32.060 0.981 1.000
True G8 110% 24.890 143.000 0.000
True G9 110% 24.890 143.000 0.000
True G10 110% 24.890 144.000 0.000
True G11 110% 24.940 138.000 0.000
True G12 C- MR189 0.000
True H1 0.100 35.280 0.111 0.100
True H2 0.100 35.430 0.100 0.100
True H3 0.100 35.490 0.096 0.100
True H8 110% 24.880 144.000 0.000
True H9 110% 24.860 146.000 0.000
True H12 C- MR189 0.000
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