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1. Resumen

El algodon resulta relevante desde el punto de vista industrial para nuestro pais, por
lo que ha sido necesario mejorar la produccion del mismo. Una de las alternativas
es el uso de variedades genéticamente modificadas, sin embargo, al formar parte
de las especies de las cuales México es centro de origen y diversidad genética, se
requiere tener un estricto control en el uso de las variedades que son liberadas al
campo.

Con el objeto de mejorar el control de los principales cultivos genéticamente
modificados en México, el Centro Nacional de Referencia en Deteccion de
Organismos Genéticamente Modificados ha implementado un buen numero de
técnicas que le han permitido simplificar y emitir resultados confiables para el
monitoreo de dichos cultivos. Una de las técnicas mas novedosas con las que
cuenta actualmente, es la PCR digital, la cual es una técnica que permite la
cuantificacion de secuencias especificas de DNA sin la necesidad de un calibrante
para obtener mediciones de manera directa.

El presente estudio permitié la evaluacion de la PCR digital frente a una de las
principales variedades de algodén genéticamente modificado, a fin de implementar
ésta técnica en el analisis rutinario de muestras de algoddén genéticamente
modificado para la emision de cuantificaciones confiables.

Se demostré que la técnica de PCR digital permite realizar cuantificaciones de
manera directa, a diferencia de la PCR tiempo real, la cual requiere de un calibrante,
obteniendo resultados comparables entre si; ademas de presentar una
incertidumbre asociada menor y mayor precision.

Adicionalmente, se obtuvo el limite de cuantificacion de la plataforma empleada, con
lo cual se demostr6 que es posible realizar cuantificaciones por debajo del rango de
numero de copias especificado por el fabricante, lo que permitira la cuantificacion

de bajas concentraciones de secuencias especificas, en las muestras analizadas.
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2. Introduccion

México es uno de los 12 paises megadiversos y que es centro de origen y diversidad
genética de varias especies. Muchas de ellas son consideradas de gran importancia
para la humanidad, lo que se traduce en una responsabilidad transcendental para
la conservacion de las mismas.

Todos los paises, y en particular paises tan megadiversos como México, deben
incluir la seguridad ambiental en los aspectos a evaluar cuando se analice la
viabilidad de un cultivo genéticamente modificado (GM).

En nuestro pais, durante mas de 10 afios de trabajo y con el aporte de los distintos
actores involucrados (entre los que se encuentran legisladores y servidores
publicos, asi como representantes de la academia, de la sociedad civil organizada
y de la cadena agroindustrial) se ha forjado uno de los marcos regulatorios mas
rigurosos a nivel mundial para poder incorporar estas tecnologias innovadoras a la
produccion agricola nacional.

En respuesta a muchos de los compromisos adquiridos en la regulacion de
Organismos Genéticamente Modificados (OGM), se han creado varias
organizaciones y laboratorios, uno de ellos es el Centro Nacional de Referencia en
Deteccion de Organismos Genéticamente Modificados (CNRDOGM), inaugurado
en el afio 2010, cuya misién es conducir las actividades operativas para la
deteccion, identificacion, y cuantificacion, asi como la secuenciacion de OGM de
especies vegetales, animales, acuicolas y microorganismos, relacionadas con la
utilizacion confinada, la liberacién experimental, la liberacién en programa piloto y
la liberacion comercial (SENASICA, 2013).

Desde sus comienzos, este Centro ha destacado por la implementacién y mejora
constante de nuevos protocolos de andlisis de OGM, asi como la validacion de los
mismos con la finalidad de emitir resultados confiables.

El protocolo de andlisis realizado a las muestras recibidas en el CNRDOGM consiste
en la deteccion positiva 0 negativa de un OGM; en caso de obtener resultados
positivos se da paso a la identificacion de él o los eventos especificos presentes en
el DNA de la muestra, seguido de la cuantificacion de cada uno de los eventos que

se hayan identificado. Una vez que se obtienen los resultados necesarios se emite
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un reporte de resultados que indica la ausencia o presencia para cierto evento, asi
como el porcentaje del mismo.

Por lo anterior y con el propdsito de obtener cuantificaciones mas confiables y
exactas de los eventos especificos detectados en las muestras recibidas, el
CNRDOGM busca implementar y validar la técnica de PCR digital (dPCR) en
diferentes matrices, para llevar a cabo la cuantificacion sin la necesidad de emplear
estandares, a diferencia de la PCR en tiempo real (QPCR), la cual hoy dia es la
opcion mas usada en el andlisis de OGM, lo cual requiere de la construccién de
curvas de patron para lograr una cuantificacion del OGM.

A diferencia de la dPCR, la gPCR tradicional ya ha sido bien caracterizada y es
considerada como una metodologia trascendental para una variedad de enfoques
analiticos utilizando DNA y estd apoyada por un buen numero de protocolos
validados en la Union Europea (UE). La dPCR por otro lado es una tecnologia
relativamente nueva, y los protocolos que hasta ahora existen para su uso,
aplicacion y validacion a nivel internacional todavia no han sido realizados o son
incipientes. Sin embargo, en los ultimos afios se han producido una gran cantidad
de estudios que emplean la dPCR para diversas aplicaciones que se benefician de
una cuantificacion absoluta.

El algodon es una de las especies cultivadas de mayor importancia en el mundo,
principalmente debido a su uso en la industria textil, ademas de ser una de las
principales especies en las que se han realizado modificaciones genéticas, resulta
relevante evaluar cualquier tecnologia nueva, en este caso la dPCR, en material de
algodon GM.

México es centro de origen y diversidad del algodén, y por muchos afios, fue uno
de los principales productores de este cultivo, sin embargo, como consecuencia de
los problemas que limitaron su produccion, se dio paso a la aprobacién de cultivos
GM para solucionar las complicaciones relacionadas con su produccion.
Actualmente, es el principal cultivo GM en México (CIBIOGEM, 2013).

we
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3. Marco teorico

3.1 Organismos Genéticamente Modificados (OGM)

En la actualidad, la manipulacion genética de los organismos vivos ha dado
oportunidad a que una caracteristica genética de un organismo se transfiera a otro
de una manera mas selectiva a diferencia del mejoramiento genético tradicional,
ademas ha permitido romper con las barreras impuestas por la incompatibilidad
sexual y ha hecho posible introducir en plantas genes provenientes no solo de otras
especies vegetales evolutivamente distantes, sino incluso de hongos, virus,
bacterias y animales, este tipo de modificaciones se identifica con el término de
Biotecnologia moderna.

La Biotecnologia moderna es una actividad multidisciplinaria, cuyo sustento es el
conocimiento de frontera generado en diversas disciplinas (entre otras, Biologia
Molecular, Ingenieria Bioquimica, Genomica, Bioinformatica, Ingenieria de
proteinas), que permite el estudio integral y la manipulacion de los sistemas
biol6égicos (microbios, plantas y animales) (Bolivar, 2003). La Biotecnologia
moderna surge de la capacidad de poder disefiar y construir OGM, los cuales se
conciben como variedades de especies conocidas a los que se les ha conferido
alguna capacidad funcional nueva, mediante el uso de las técnicas de ingenieria
genética, a partir de la incorporacion de factores hereditarios (genes) de especies
distantes o cercanas.

De acuerdo a la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados
(LBOGM), un OGM es: “Cualquier organismo vivo, con excepcion de los seres
humanos, que ha adquirido una combinacién genética novedosa, generada a través
del uso especifico de técnicas de la Biotecnologia moderna que se define en esta
Ley, siempre que se utilicen técnicas que se establezcan en esta Ley o en las
normas oficiales mexicanas que deriven de la misma” (LBOGM, 2005).

En el caso de la Biotecnologia agricola, se utilizan técnicas de Ingenieria Genética
para que mediante la insercion de genes se logre mejorar un cultivo vegetal con el
fin de desarrollar mejores sistemas biologicos. De esta manera, se agregan a las

plantas nuevas propiedades agrondmicas como la tolerancia a herbicidas, la
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resistencia a plagas, la tolerancia a sequias, entre otras, para aumentar el
rendimiento y reducir los costos de la produccion.

Un inserto tipico (construccion génica o casete) en un OGM esta compuesto de al
menos tres elementos (Figura 3.1): a) el promotor, que funciona como un interruptor
de encendido y apagado para la lectura del gen insertado; b) el gen que ha sido
insertado y codifica la proteina deseada, y c) el terminador, que funciona como sefial
de alto para la lectura del casete insertado. Una construccién génica o casete
deber& estar integrada dentro del genoma del organismo para ser heredada de
forma estable (Sun, 2008).

© GEN INSERTADO e

Region codificante Terminador

L Construccién génica ]
(Casete)

Figura 3.1. Representacion grafica de un inserto tipico, construccién génica o casete.

3.2 Legislacion internacional de OGM

La diversidad y utilidad de los OGM, asi como su liberacién al ambiente y
comercializacion, han despertado cuestionamientos y generado conciencia mundial
sobre la importancia de analizar y evaluar exhaustivamente — considerando los
diferentes factores y posibles riesgos — la liberacion de los OGM al medio ambiente
de manera responsable, promoviendo el establecimiento de un marco legal que
permite el aprovechamiento sustentable de los mismos mediante un manejo seguro.
Lo anterior ha permitido, a través de discusiones y procesos de revision por
expertos, la creacion de acuerdos internacionales y legislaciones nacionales para el
manejo responsable de los OGM.

Uno de los acuerdos internacionales es el Convenio sobre la Diversidad Biologica
(CDB) firmado por México, el cual entr6 en vigor en 1993. Dentro de los objetivos
de este Convenio se encuentra la conservacion de la diversidad bioldgica, la

utilizacion sostenible de sus componentes y la participacion justa y equitativa en los
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beneficios que se deriven de la utilizacion de los recursos genéticos, dando lugar al
compromiso de establecer un acuerdo sobre la seguridad de las aplicaciones
biotecnoldgicas.

Por lo anterior, en el afio 2000 se establecié el Protocolo de Cartagena sobre la
Seguridad de la Biotecnologia (PCSB) del CDB.

Su objeto es contribuir a garantizar un nivel adecuado de proteccion en la esfera de
la transferencia, manipulacion y utilizacion seguras de los organismos vivos
modificados resultantes de la Biotecnologia moderna que pudieran tener efectos
adversos para la conservacion y la utilizacion sostenible de la diversidad biolégica,
teniendo también en cuenta los riesgos para la salud humana y centrandose
concretamente en los movimientos transfronterizos. Es el primer instrumento
internacional especializado en OGM, el cual entré en vigor en septiembre del afo
2003. México lo firmé y ratifico, por lo que formalmente es parte del Protocolo
(AgroBio, 2012).

Mas tarde, en el afio 2010, se aprobo el Protocolo de Nagoya sobre acceso a los
recursos geneéticos y reparto justo y equitativo de los beneficios que se deriven de
su utilizacion, como parte de la décima Conferencia de las Partes (COP-10) del
CDB.

El objetivo de este Protocolo Suplementario es contribuir a la conservacion y
utilizacion sostenible de la diversidad bioldgica, teniendo también en cuenta los
riesgos para la salud humana, proporcionando normas Yy procedimientos
internacionales en la esfera de la responsabilidad y compensacion en relacion con
los OGM, particularmente en cuanto a satisfacer necesidades criticas de
alimentacion, agricultura y cuidados sanitarios (AgroBio, 2012).

Actualmente, el desarrollo y uso comercial de los OGM se encuentra sujeto a
estrictas regulaciones legales en una gran cantidad de paises. El marco legal
vigente, aborda principalmente los riesgos de liberacion de OGM en el medio
ambiente y los referentes al consumo de materiales GM en la salud humana vy
animal.

El mejor ejemplo lo representa la UE, donde la aplicacion de la tecnologia de los

OGM esta estrictamente regulada y un marco legislativo amplio se ha desarrollado
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desde principios de 1990. Desde el inicio, el objetivo clave de la legislacion sobre
los OGM en la UE ha sido proteger la salud y el medio ambiente, de tal manera que
un OGM, un producto alimenticio o piensos producidos a partir de OGM pueden ser
puestos en el mercado en la UE sélo después de que hayan sido autorizados luego
de un detallado proceso de aprobacién, con base en una evaluacién cientifica
exhaustiva de los riesgos para la salud y el medio ambiente.

Otro objetivo claro de la legislacion de la UE es proporcionar informacién a los
consumidores a través del etiquetado obligatorio de los OGM para alimentos y
piensos producidos a partir de OGM.

3.3 Legislacién y regulacion nacional de OGM

México ha sido pionero en la experimentacibn con OGM de uso agricola. Las
primeras solicitudes de liberaciones de OGM al ambiente con fines experimentales
qgue se presentaron ante la Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) fueron
en el afio de 1988, pero apenas en 1991 se liber6 el primero: el jitomate
(Lycopersicon esculentum) resistente a insectos. Desde entonces y hasta 2006 se
han sembrado OGM de 21 cultivos, todos en etapa experimental, con un total de 1
116 liberaciones caso por caso (Acevedo, 2009). En la Figura 3.2 se muestran las
liberaciones llevadas a cabo en distintas zonas del pais resaltando, particularmente,
el caso del algodon en el norte del pais y la soya en el sur.

Para 1989, se forma el Comité Nacional de Bioseguridad Agricola (CNBA),
denominado posteriormente como Subcomité Especializado en Agricultura (SEA),
cuya funcion era apoyar como grupo asesor a la DGSV en la evaluacion de la
informacion sobre solicitudes para la liberacion de productos GM; asi como en el
establecimiento de regulaciones y politicas relacionadas con el tema.

La funcién primordial del Comité fue enfocarse en la formulacion de una norma que
permitiera la regulacién de dichos productos, tomando en cuenta la informacion
referente a la regulacion de plantas genéticamente modificadas existente hasta ese
momento en otros paises, dando pie a la publicacién de la Norma Oficial Mexicana
NOM-056-FITO-1995 en el afio de 1996, en la cual se sentaron los requisitos

fitosanitarios para la movilizacion nacional, la importacion y el establecimiento de
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pruebas de campo de organismos manipulados mediante la aplicacion de ingenieria
genética.

Con el objetivo de generar politicas publicas y coordinar acciones sobre el tema de
los OGM entre las dependencias del gobierno federal con competencia en la
materia, se forma en el afio de 1999 la Comision Intersecretarial de Bioseguridad

de Organismos Genéticamente Modificados (CIBIOGEM).
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Figura 3.2. Liberaciones permitidas de OGM en México durante el periodo 1991-2006 (SENASICA, 2006; SIAP, 2007).
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En el afio 2005, el Congreso de la Union con apoyo del Comité de Biotecnologia de
la Academia Mexicana de las Ciencias (AMC), en cumplimiento de los compromisos
internacionales adquiridos, en particular a partir de la firma del Protocolo de
Cartagena, y luego de un proceso de consulta, discusion y revision en un lapso de
tres afios, emiti6 la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente
Modificados (LBOGM), la cual tiene como objetivo garantizar la proteccién de la
salud humana, del medio ambiente, de la diversidad bioldgica y de la sanidad
animal, vegetal y acuicola, respecto de los posibles efectos adversos derivados de
las actividades con OGM.

Entre muchas otras disposiciones, esta Ley en su Articulo 32, plasma las fases de
liberacion a las que se encuentran sujetos los OGM de acuerdo con la regulacion
nacional (representadas en la Figura 3.3). Las fases que conforman esta
reglamentacion son:

% Fase Experimental. Es la primera evaluacion a campo abierto de un cultivo
agricola GM en un sitio especifico, cumpliendo varias medidas de seguridad
gue impidan la dispersion de polen, de semillas de material vegetativo, para
evitar su interaccion con especies sexualmente compatibles. En esta etapa
se demuestra la eficacia biologica del atributo biotecnologico y su
equivalencia agronémica en comparacion con el material convencional
(AgroBio, 2012).

% Fase Piloto. Es la segunda fase de evaluacion de un Cultivo GM en una
escala semi-comercial bajo algunas medidas de bioseguridad e
implementando practicas para el manejo de riesgos. En esta etapa el objetivo
principal es evaluar el costo-beneficio de las modificaciones adquiridas en
relacion a un material convencional que sirve como comparador (AgroBio,
2012).

Fase Comercial. Es la introduccién internacional y permitida del cultivo

e

*

agricola GM, en diversos predios del area de liberacién, con requerimientos
especificos y apropiados para la produccion comercial. En esta fase se llevan

a cabo actividades de monitoreo, control y seguimiento de la utilizacién de
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las tecnologias liberadas en las areas permitidas en los términos de la ley

(AgroBio, 2012).
Con la finalidad de reglamentar la LBOGM, se publica en el afio 2008, el
Reglamento de la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados.
Este Reglamento tiene por objetivo, entre otros, el de contribuir al cumplimiento de
la LBOGM, estableciendo los procedimientos a seguir y requisitos a cumplir, en la
obtencidén de permisos y autorizaciones.
En 2009, a éste Reglamento se anexa el Régimen de Proteccion Especial del Maiz,
el cual establece las disposiciones juridicas necesarias relativas a la bioseguridad
para resolver las solicitudes de liberacion de maices GM, como son: prevencion,
monitoreo, inspeccion, vigilancia y medidas de control, ademas de prohibir la
experimentacion y la liberacion al ambiente de maices GM que contengan
caracteristicas que impidan o limiten su uso o consumo humano o animal, o bien,
Su uso en procesamiento de alimentos para consumo humano.
Como parte de la adopcion del marco legal vigente, producto de la participacion del
pais en los acuerdos internacionales como el Protocolo de Cartagena, las
necesidades del gobierno en materia de bioseguridad, principalmente para los
casos de los sectores ambiente, salud y agricola, han sido contar con infraestructura
y recursos humanos lo suficientemente capacitados como para atender todas las
obligaciones legales adquiridas.
Es entonces entre los afios 2002 y 2005, cuando comienzan los trabajos de
capacitacion técnica de recursos humanos en todo el pais, tanto para la Secretaria
de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) como para la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA),
autoridades responsables de hacer cumplir el marco legal, entre otras. A la par,
fueron creados dos laboratorios de deteccién e identificacion de OGM, y a partir de
2006, se planted un segundo proyecto, cuya finalidad era establecer un laboratorio
donde fueran detectados OGM en alimentos para el sector salud, incluyendo

metodologias y protocolos para el andlisis de las muestras.
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3.4 Requerimientos legales en la deteccion de OGM

Como consecuencia del incremento en las liberaciones permitidas en campo de
OGM, y de las probables liberaciones accidentales, es necesario que las instancias
responsables de su monitoreo y sus inspectores cuenten con metodologias que
sean rapidas, de bajo costo y confiables que permitan emitir una primera respuesta
en campo, para que posteriormente sea corroborada y certificada en sus
laboratorios, con el fin de cumplir con lo estipulado en la LBOGM en cuanto al
monitoreo de OGM.

Dicha ley establece entre sus objetivos y finalidades, la generacion de
procedimientos y criterios para el monitoreo de los posibles riesgos que puedan
ocasionar las actividades con OGM en la salud humana, en el medio ambiente, en
la diversidad biolégica y/o en la sanidad animal, vegetal o acuicola.

De acuerdo a las competencias que establece la LBOGM a las distintas autoridades,
el monitoreo es una obligacion tanto de la SEMARNAT como de la SAGARPA,
guienes deben realizar el monitoreo de los efectos que pudiera causar la liberacion
permitida o accidental de OGM, al medio ambiente, a la diversidad biolégica y a la
sanidad animal, vegetal y acuicola, respectivamente. Ademas, ambas instancias
deben inspeccionar y vigilar para asegurar el cumplimiento de la Ley, a traves del
monitoreo de las actividades realizadas con OGM en el ambiente.

3.5 Algodén

El algodén comprende un amplio nimero de especies, forma parte de la familia
Malvaceae y pertenece al género Gossypium. Citoldgicamente, las especies de este
género se pueden dividir en: diploides (n=13) y tetraploides (n=26), cuya distribucion
geografica se encuentra por todo el mundo. De las especies diploides Unicamente
G. herbaceum y G. arboreum han sido cultivadas comercialmente, y aln son
importantes en areas restringidas de la India, Asia y Africa. Entre las tetraploides,
del Nuevo Mundo, solamente G. hirsutum y G. barbadense se cultivan ampliamente
y son las responsables del 98 % de la produccion mundial de fibra de algodon, con
un 90 % y 8 %, respectivamente.

El cultivo del algoddn es tipico de las zonas calidas. Se trata de un cultivo exigente

en agua, pues la planta tiene mucha cantidad de hojas provistas de estomas por las
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gue se transpira cuando hay un exceso de calor, lo que hace necesario que los
riegos deban aplicarse durante todo el desarrollo de la planta.

Es la principal planta cultivada para produccion de fibra en el mundo. Como
subproducto, una vez removida la fibra, queda la semilla que es procesada para la
extraccion de aceite comestible y pasta de uso en la fabricacion de alimentos
concentrados para animales.

De acuerdo con el Comité Consultivo Internacional del Algodén (ICAC) los
principales paises productores de algodén en el periodo 2007-2011 fueron: China,
India, Estados Unidos, Pakistan, Brasil y Uzbekistan (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Principales paises productores de algoddn en el periodo 2010/2011 (ICAC,

2011).
Pais . Produccion Porcentaje
(Millones de toneladas)
China 6.93 31.24
India 5.19 23.39
EE. UU. 2.65 11.97
Pakistan 2.07 9.34
Brasil 1.19 5.39
Uzbekistan 0.85 3.83
México 0.10
Otros 3.29 14.85
Total Mundial 22.17

Para el ciclo 2010/11, la produccion mundial de algoddn se situé en 22.17 millones
de toneladas, y actualmente su impacto econémico se estima en aproximadamente
$ 500 mil millones de dolares al afio en el mundo.

3.6 Algodoén en México

La produccién de algodon en México es considerada de las principales de nuestro
pais, debido a que por muchos afos fue un producto de exportacién altamente
generador de divisas. La especie cultivada en México es Gossypium hirsutum,
considerada originaria de nuestro pais y América Central, también conocida con el
nombre comun de Upland Cotton o Mexican Cotton.

Desde el afio 2010 y hasta el 2012 destacan seis regiones algodoneras a nivel
nacional: Chihuahua, Baja California, Coahuila, Sonora, Durango y Tamaulipas
(Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Principales estados productores de algoddn en México en el periodo 2010-
2012 (SIAP, 2012).

Produccion
Estado (Toneladas)
2010 2011 2012
Chihuahua | 254,114.02 | 383,983.75 | 355,036.53
Baja
California 89,630.11 143,594.23 152,570.43
Coahuila 57,160.20 100,074.00 75,290.20
Sonora 21,247.80 75,114.67 58,897.01
Durango 9,499.94 27,949.94 15,896.99
Tamaulipas 8,837.35 15,179.24 6,104.72

Profout‘;‘l”on 440,489.42 | 746,245.83 | 668,661.90

Nota aclaratoria. Los estados que no fueron constantes durante este periodo no estan
enlistados, sin embargo, son considerados dentro de la produccion total del afio en que
participaron.

Para el afio 2012, el valor de la produccion algodonera fue de $ 5,911,371.26 miles
de pesos, mismo que se encontrd6 por debajo del registrado en 2011 de $
7,089,886.92, y por encima del obtenido en 2010 de $ 4,098,733.52, segun reporta
el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP).

En México, el algoddn se caracteriza por dos ciclos productivos. El primero es el de
Otofo-Invierno, cuyo aporte a la produccién nacional es minimo pues sélo participa
el Estado de Tamaulipas, y el ciclo Primavera-Verano, el cual es el ciclo de mayor
importancia ya que intervienen todos los estados productores.

A mediados de la década de los 90, la produccion de algodén en México se vio
afectada a consecuencia del ataque de plagas, lo que permitio la aprobacion del
gobierno mexicano para consentir el uso de algodon GM en el pais, impulsando asi
la siembra de semillas GM de este cultivo. Como consecuencia, se generé un
aumento marcado en la produccion desde 1996 a 2010.

3.7 Algodén GM

El algodon GM pertenece a la primera generacion de cultivos modificados
genéticamente. Desde la introducciéon del primer algodén biotecnolégico Bt (de
Bacillus thuringiensis) en 1996, el algodén ha sido uno de los principales cultivos a
ser genéticamente modificados, ademas de ser considerado como una de las

tecnologias mas rapidamente adoptadas en la historia.
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Las variedades de algodon GM de mayor importancia comercial en la actualidad
facilitan el manejo de los cultivos, permitiendo solucionar problemas agronémicos
como el control de plagas (resistencia a insectos, algodon Bt) y la presencia de
malezas (tolerancia a herbicidas). Recientemente, se ha desarrollado una
combinacién de ambos, lo que hace posible que con un solo producto se pueda
atacar mas de un problema a la vez.

3.8 Algodén GM con el evento especifico (EE) MON88913-8

También conocido como Roundup Ready® Flex (GM Crop Database, 2013). Esta
variedad de algodon GM esta catalogada como un producto GM de segunda
generacién que provee una alta tolerancia al glifosato, ingrediente activo del
herbicida Roundup Ready®, haciendo posible el control de maleza en la produccion
de algoddn, a la vez que se inhiben los efectos negativos que el glifosato produce
en la planta.

Fue desarrollado a partir de la insercién de dos casetes de expresion del gen CP4
EPSPS conectados en serie mediante el método de transformaciéon con
Agrobacterium tumefaciens, para conferir a las plantas de algodon la capacidad de
producir la proteina CP4 EPSPS (5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato-sintetasa),
derivada de la cepa CP4 de Agrobacterium sp., una bacteria caracteristica de suelo
gue de manera natural tolera el herbicida Roundup Ready®. La enzima CP4 EPSPS
posee una menor afinidad de union al glifosato y funciona normalmente en
presencia del herbicida, confiriendo al cultivo tolerancia al mismo.

El glifosato es una sal isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina, clasificado como
un herbicida no selectivo, sistémico, de accion foliar, es decir, que ingresa a la planta
a través de las hojas para después migrar a otras partes del tejido vegetal donde
sera minimamente metabolizado. El mecanismo de accion del glifosato radica en la
inhibicién de la biosintesis de aminoacidos aromaticos en las plantas (triptéfano,
fenilalanina y tirosina) mediante la inhibicion de la enzima CP4 EPSPS, con lo que
se reduce la produccion de proteinas y el desarrollo de la misma. El descontrol en
la catalisis por la enzima EPSPS en el penultimo paso en la via del shikimato, reduce
también la biosintesis de otros compuestos tales como tetrahidrofolato, ubiquinona

y vitamina K; lo que finalmente produce la muerte de la planta (Salazar, et al., 2011).
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La conformacion de los dos casetes que forman parte de la construccion del EE

MON88913-8 consta de los insertos mostrados en la Figura 3.4, los cuales

provienen de las especies Agrobacterium tumefaciens y Arabidopsis thaliana, para

el primero y segundo casete, respectivamente.

CASETE1 CASETE 2

ADN

planta

Promotor Gen Termi- Promotor Gen T inad DN
insertade || nador insertado erminador Y planta

Figura 3.4. Construccion génica del evento especifico MON88913-8 (Biosafety Scanner,

2013).

3.9 Deteccion y analisis de OGM

Tomando en cuenta las consideraciones para regular los OGM, se ha generado una

demanda de métodos de analisis capaces de detectar, identificar y cuantificar tanto

las secuencias Unicas de DNA introducidas como de las proteinas expresadas en

plantas transgénicas. Cada uno de los métodos que forma parte de este analisis

consta de lo siguiente:

7

L X4

*

Deteccion: El objetivo es determinar si un producto contiene OGM o no. Para
este proposito, se puede utilizar un método de deteccion. El resultado es una
declaracion positiva / negativa. Los métodos analiticos de deteccién deben
ser lo suficientemente sensibles y fiables para obtener resultados exactos y
precisos.

Identificacion: El propdsito de la identificacidon es revelar cuantos diferentes
OGM estan presentes y si estan autorizados o no. Informacién especifica (es
decir detalles sobre la composicion molecular de los OGM) tiene que estar
disponible para la identificacién de los OGM.

Cuantificacion: Si se ha demostrado que existe (uno o mas) OGM
autorizados, entonces se vuelve necesario evaluar el cumplimiento de la
normativa establecida de acuerdo con el umbral de nivel de regulacion

establecido para la cantidad de cada uno de los OGM presentes.
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Todas las técnicas de deteccion de OGM consisten en explotar la diferencia entre
la variedad no modificada y la planta transgénica, y se fundamentan en el principio
de que las plantas transgénicas se caracterizan por la insercion de un nuevo gen (o
de un nuevo conjunto de genes) en sus genomas, y que a su vez el nuevo gen o
genes se traducen y la nueva proteina se expresa proporcionando a la planta una
caracteristica nueva. Lo anterior se logra, detectando el nuevo DNA transgénico que
se ha insertado, o la nueva proteina expresada, o (si la proteina actia de enzima)
utilizando el analisis quimico para detectar el producto de la reaccién enzimatica.
En el andlisis de OGM, la PCR permite la deteccion de las secuencias de control
gue flanquean el gen inTroducido, usualmente el promotor 35S y el terminador nos,
a través de una serie de ciclos térmicos diferenciales repetitivos y una enzima DNA
polimerasa que ayuda a la replicacion y a la amplificacion exponencial de una
secuencia especifica.
En esencia, la PCR se basa en el mecanismo de la replicacion in vivo del DNA. Tal
como se muestra en la Figura 3.5, el DNA bicatenario se desenrolla 'y pasa a DNA
monocatenario, se duplica y se vuelve a enrollar. Consta de ciclos repetitivos de:
% Desnaturalizacion de DNA, durante esta etapa la hebra doble se funde a

temperatura elevada (T = 93-96 °C), a fin de convertir el DNA bicatenario en

DNA monocatenario, como consecuencia de la ruptura de puentes de

hidrogeno.

% Union (alineamiento) de dos oligonucledtidos, se lleva a cabo a una
temperatura inferior (T = 55-65 °C), en este paso las dos hebras
complementarias de DNA monocatenario tienden a formar de nuevo una

molécula de DNA bicatenario, con la intervencion de los cebadores.

e

*

Extension de la cadena de DNA, en esta fase los cebadores se extienden a
lo largo de la secuencia blanco y en conjunto con la DNA polimerasa
termoestable (frecuentemente se emplea la DNA Taq polimerasa) en
presencia de dNTPs (desoxinucledsidos trifosfatados), se produce la
duplicacién de la secuencia blanco. La temperatura de trabajo ideal para la

DNA Taq polimerasa es de 72 °C.
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PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

30 a 40 ciclos de 3 pasos:

*. #ﬂ#*ﬁi% Y Paso 1: Desnaturalizacion

1 minuto a mas de 90 °C

Paso 2: Alineamiente

(=

T | | T 5
51y, : Y . ¥ LUy LIRS &
s yyy %m 45 segundos de 50 °C a 60 °C

Paso 3: Extension

L [LILR | il ¥
= ra UL L
| '

w1 s TN 2 minutos a 72 °C

Figura 3.5. Representacion grafica de las fases de amplificacién en la PCR (Modificado
de Vierstraete, 1999).

Tras cada ciclo, las hebras de DNA recién sintetizadas pueden servir de DNA molde
para el ciclo siguiente. Como se esquematiza en la Figura 3.6, el producto principal
de esta reaccidon exponencial es un segmento de DNA bicatenario cuyos extremos
vienen definidos por los extremos 5 de los oligonucleétidos cebadores y cuya

longitud viene dada por la distancia entre los cebadores.
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Segundoe Tercer ciclo Cuarto ciclo
Gen deseado ciclo <= Amplificacidon
* S -
/ _— <= exponencial
— Primer — - Ciclo 35
DNA molde ciclo < _— <
) —<— <=
. "
4copias  Bcopias 16copias 32 copias 2 = B8 bilones de copias

Figura 3.6. Esquema de la representacion exponencial del DNA mediante la PCR
(Modificado de Vierstraete, 1999).

Asi, se lleva a cabo una amplificacion de forma exponencial, que suele expresarse
con la siguiente ecuacion:
2" -2n) x

donde n es el numero de ciclos, 2n es el numero de moléculas del primer producto
obtenidas tras el primer ciclo y de los segundos productos obtenidos tras el segundo
ciclo con longitud indefinida, y x es el nUmero de ejemplares del DNA molde original.
Con el tiempo, fue desarrollada una variante de la PCR tradicional, la
PCR en tiempo real (QPCR), que utiliza la medicion optica de amplicones generados
para evaluar las amplificaciones de PCR, volviéndola la alternativa cuantitativa mas
empleada para el analisis de OGM. En esta técnica, la concentracién del templado
inicial se obtiene a partir del nimero de ciclos de amplificacion (valor Ct) requerida
por la sefial éptica para superar un umbral elegido para la medicion. En teoria, la
PCR amplifica acidos nucleicos exponencialmente, y el niumero de ciclos de
amplificacion y la cantidad de amplicones de la PCR debe permitir el célculo de la
cantidad de partida del templado inicial. La concentracion inicial se calcula mediante
un calibrador con concentraciéon conocida y con el cual la sefial de la muestra

desconocida es comparada (Corbisier, et al., 2010).
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La gPCR utiliza un par de cebadores especificos para amplificar el DNA blanco de
interés, ademas de sondas fluorescentes especificas para el DNA diana que se
unen a los productos de amplificacién y posteriormente son degradadas por la
enzima Taq polimerasa, dando como resultado una sefal fluorescente. De este
modo hay una acumulacién neta de una respuesta fluorescente para la sonda
marcada durante un numero determinado de reacciones ciclicas, y esta
acumulacién de sefal fluorescente con el tiempo es proporcional a la cantidad de
producto de PCR formado y por lo tanto a la cantidad original de analito blanco
(Burns, et al., 2010).

En afios recientes, se ha perfeccionado la gPCR, dando paso a una técnica capaz
de detectar cantidades trazas de DNA, y que ademas, no es dependiente de una
curva de calibracion y por lo tanto, evita diferencias potenciales de la matriz entre
los estandares y la muestra bajo investigacion. Esta técnica es la PCR digital
(dPCR).

3.10 PCR digital (dPCR)

La dPCR es un método utilizado para cuantificar la cantidad de DNA en una muestra
mediante el recuento de amplificaciones a partir de moléculas individuales. Las
matrices digitales, como se ejemplifica en la Figura 3.7, en general llevan a cabo la
particion de la muestra en cientos de pequefas camaras de PCR en tiempo real, y
la concentracion de cualquier secuencia en una muestra de DNA puede ser
calculada usando el numero de camaras positivas que contienen al menos una
copia de dicha secuencia (Burns, et al., 2010).

La dPCR se basa en el concepto de diluciones limitantes, que es una técnica
utilizada para enriquecer los objetivos minoritarios por un proceso de division. En
este contexto, la muestra original, que consiste en una mezcla heterogénea de la
secuencia de templado de DNA blanco y no blanco, esta efectivamente dividida en
varias particiones mediante dilucion limitante. En teoria, cada una de las diluciones
se compone de una copia de la plantilla de DNA diana o menos. La PCR se lleva a
cabo a través de todas las fracciones de las diluciones, y la concentracion de la
secuencia de DNA blanco en la muestra original se calcula basandose en el nimero

de PCR positivas en comparacion con el nimero de PCR negativas en todas las
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fracciones (Burns, et al., 2010). La concentracion de la secuencia blanco de DNA
en la solucion es estimada utilizando la aproximacion binomial de Poisson, basada
en el numero de particiones que contienen productos amplificados y el nimero total

de particiones analizadas, de acuerdo a la siguiente férmula:

donde, M es el numero de moléculas por panel, H es el nimero de particiones que

contienen el producto amplificado, y C es el nUmero total de particiones analizadas.

Preparacion Distribucion Reaccion de PCR Lectura

gDNA, cDNA, RNA, Muestras fraccionada @ Reacciones positivas Cuantificacion
plasma en varias reacciones @ Reacciones negativas absoluta

Figura 3.7. Fundamento de la dPCR para la cuantificacién de secuencias de DNA (Life
Technologies®, 2013).

Por tanto, la dPCR transforma las sefiales analogas exponenciales obtenidas de la
gPCR convencional en sefales lineales digitales, permitiendo un analisis estadistico
del producto (Pohl, et al., 2004).

3.11 Ventajas de la cuantificacion por dPCR sobre qPCR

Aun cuando la dPCR, a diferencia de la qPCR, no ha sido bien caracterizada para
ser implementada globalmente en el analisis de OGM, dado que es una técnica
relativamente nueva, cada vez son mas las ventajas que se han llegado a conocer
de esta técnica. En la Tabla 3.3, se resumen algunas ventajas y caracteristicas de

ambas técnicas.
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Tabla 3.3. Comparativo de las caracteristicas de las técnicas de qPCR y de dPCR.

dPCR

qPCR

Descripcion

Mide la fraccion de réplicas
negativas para determinar las
copias absolutas.

Mide la amplificacion de PCR tal
como ésta ocurre.

Cuantificaciéon

La fraccion de reacciones
negativas se ajusta con base en
un algoritmo estadistico, conocido
como aproximacion binomial de
Poisson.

Los datos recolectados de los
productos de PCR durante la fase
de crecimiento exponencial (log),
son directamente proporcionales a
la cantidad de DNA molde.

Ventajas

e Mayor sensibilidad.

e No depende de estandares o
referencias, (la  precision
deseada se puede lograr con el
aumento en el nimero total de
réplicas de PCR).

e Alta tolerancia a inhibidores.

e Permite el andlisis de mezclas
complejas.

e Proporciona una respuesta
lineal del nimero de copias
presentes permitiendo detectar
pequefias variaciones de
cambio.

e Cuenta con un mayor rango

dinamico de deteccion
(copias/mL).

e Registra los datos del
experimento en la fase de

crecimiento exponencial de la
PCR.

e Un aumento en la sefal de
fluorescencia del reportero es
directamente proporcional al
ndamero de amplicones
generados.

¢ Ladivision de los componentes
de la sonda ofrece un registro
permanente de la amplificacion
de un amplicén.

e Existe normatividad.

Fuente: Life Technologies®, 2013.

Como se indica en la Tabla 3.2, la dPCR tiene el potencial de permitir una
cuantificacion absoluta en lugar de una cuantificacion relativa; ademas, tiene el
potencial de superar la falta de disponibilidad de estandares adecuados para ser
utilizados en una curva de calibracion y reducir los efectos asociados a la matriz, a
menudo unidos a los métodos en qPCR.

3.12 Tipos de matrices digitales

Aungue en esencia todas las plataformas existentes para la técnica de dPCR se
basan en la particion de la muestra, no todas emplean el mismo principio para lograr
desarrollar esta propiedad, y cada una de ellas muestra caracteristicas que la
definen.

Actualmente, las compafiias que cuentan con plataformas en el mercado para dPCR

son.
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R/
L X4

Bio-Rad®, con el sistema QX100 Droplet Digital PCR (ddPCR®), el cual
combina la tecnologia de emulsion en gota agua-aceite con la particion
microfluidica de 20 uL de una muestra llevando a cabo una PCR en tiempo
real en miles de nanogotas de forma individual. La ventaja de esta plataforma
radica en que se requieren volimenes de muestra mas pequefios en
comparacién con otros sistemas digitales de PCR, lo que permite reducir los
costos experimentales y no desperdiciar muestra, a la vez que ofrece una
alta sensibilidad y cuantificaciones precisas.

Fluidigm® por su parte cuenta con el sistema BioMark® HD System, el cual
integra el termociclado y la deteccion de la fluorescencia en los Arreglos
Digitales, basados en la tecnologia de Circuitos Integrados de Fluidos (IFC)
cargados con un controlador. Los arreglos digitales aceptan diluciones
seriales de muestras mezcladas con reactivos de la PCR que son distribuidas
por valvulas en finas particiones sobre las redes de chips de las camaras de
reaccion. Hasta el momento, es el sistema mas utilizado en el andlisis de
OGM.

Life Technologies® inicié con la plataforma de PCR en tiempo real masiva
Open Array® (Figura 3.8), y recientemente en 2013 lanzé al mercado su
plataforma QuanStudio® 12K Flex System, ambas requieren del uso de
placas de acero que poseen la tecnologia patentada Open Array® con un total
de 3072 perforaciones (nanopozos) donde se llevan a cabo las reacciones
de PCR. Como se puede observar en la Figura 3.9, los nanopozos de estas
placas cuentan con un tratamiento que fomenta la retencidn de liquidos en el
interior de cada perforacién, evitando asi la evaporacion del volumen que

contienen.
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Figura 3.8. Plataforma Open Array® de Life Technologies®, compuesta (de izquierda a
derecha) por: Equipo de computo, NT Cycler, Sistema Accufill, Case Sealling Station (Life
Technologies®, 2013).

® Primers FwyRv

© Sondas TagMan

0
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Tratamiento
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T

Volumen total
1T o

Figura 3.9. Tecnologia de las placas Open Array® (Modificada de BioMed Central, 2013).

Cada placa Open Array® presenta la distribuciéon esquematizada en la Figura 3.10,
en la cual, las 3072 perforaciones se encuentran acomodadas en 48 subarreglos

con 64 nanopozos en cada uno.
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Figura 3.10. Arquitectura de una placa Open Array® (Life Technologies®, 2013).

La plataforma Open Array® consta de los siguientes instrumentos:

= Sistema Accufill: Cuyo disefio se muestra en la Figura 3.11, es el

instrumento que realiza el cargado automatizado de la mezcla de reaccion

contenida en placas de 384 pozos a las placas Open Array®.

Brazo robot

Contenedor de puntas
usadas

\ 4

Cajas con puntas para el cargado
de las placas Open Array®
i

Soporte para las placas
Open Array®

Soporte para la placa
de 384 pozos

Figura 3.11. Sistema Accufill®, apariencia (parte superior) y conformacioén (parte inferior)

(Life Technologies®, 2013).
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= Case Sealing Station (Figura 3.12): Estacion que permite el sellado de las
placas Open Array® empleando luz UV dentro de casetes especiales, que
hacen posible el termociclado de las placas sin riesgo de evaporacion de la

muestra y los reactivos.

Figura 3.12. Case Sealing Station (Life Technologies®, 2013).

= NT Cycler (Figura 3.13): En él se lleva el termociclado y la lectura de las
placas. Este instrumento cuenta con tres filtros para la captura de los
fluoréforos FAM, VIC y ROX.
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Para el andlisis del experimento realizado se requiere el siguiente software:
= Open Array® Real Time gPCR Software: Permite el termociclado y la
captura de fluorescencia, expresada en graficos de curvas de amplificacion.
= Open Array® Digital PCR Software: Permite el andlisis de las placas de
PCR digital mediante la generacion de mapas de amplificacién de cada placa,
ejemplificado en la Figura 3.14, y que muestran las amplificaciones positivas
(particiones coloreadas de rojo o naranja) y negativas (particiones negras).

HZ0 78 - Ct

mm Amplificaciones positivas Il Amplificaciones negativas

Figura 3.14. Mapa de amplificacion de una placa Open Array® (Life Technologies®, 2013).

Para obtener los resultados de un ensayo, el Open Array® Real Time gPCR
Software hace uso de un algoritmo que permite calcular un ciclo umbral (Ct) para
cada una de las reacciones que tuvieron lugar en cada una de las placas Open
Array®. Posteriormente, se da una segunda etapa de andlisis en la que el Open
Array® Digital PCR Software emplea el Ct calculado para considerar a cada reaccion
ya sea positiva como 1 si el Ct esta dentro del rango aceptable, o como negativa o
0 si estéa fuera del rango.

Finalmente, el Open Array® Digital PCR Software genera valores en nimero de
copias con intervalos de confianza asociados (mayor y menor) para la muestra
contenida en cada subarreglo de la placa. Para ello, el software efectla el calculo
del valor en numero de copias en cada subarreglo contando el numero de
nanopozos positivos. Con estos datos, Open Array® Digital PCR Software calcula
los valores en numero de copias para las muestras presentes en la placa Open
Array® y genera los intervalos de confianza asociados al resultado con un 95 % de

confianza con base en el algoritmo.
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Para cada muestra, el software comienza el célculo de un valor de nimero de copias
para cada subarreglo contando el nUmero de pozos positivos. Utilizando dichos
datos, el software Open Array® Digital PCR calcula entonces los valores de nimero
de copias para todas las muestras presentes en la placa y genera intervalos con un
95 % de confianza de acuerdo en el algoritmo de la aproximacion binomial de
Poisson.
3.13 Materiales de Referencia (MR)
La verificacion de la trazabilidad de los resultados de un método analitico se lleva a
cabo mediante la comparacién con una referencia. Desde un punto de vista
metrologico, la mejor referencia posible la constituyen los métodos definitivos o
absolutos. Sin embargo, en la préactica la mejor referencia posible la constituyen los
Materiales de Referencia Certificados (MRC).
Un MR segun la guia ISO 30 [ISO, 1992], es un “material o sustancia que tiene una
0 varias de sus propiedades suficientemente bien establecidas para calibrar un
aparato o instrumento, validar un método analitico, o asignar valores a un material
o sistema”. Los MR en el analisis de OGM sirven con controles positivos y negativos
asi como calibrantes para analisis cuantitativos (Holst-Jensen, 2012).
Por otro lado, un MRC [ISO, 1992], es un “material de referencia que tiene
certificados uno o varios de sus valores de una o mas de sus propiedades por
procedimientos técnicamente validos llevados a cabo por un organismo
competente”. La principal diferencia entre un MR y un MRC es el certificado
asociado al MRC emitido por un organismo competente.
Para que un cierto material pueda ser considerado como un MRC, tiene que cumplir
una serie de propiedades. Las mas importantes son:

o Trazabilidad

o Homogeneidad

o Estabilidad

o Similitud con las muestras reales

o Incertidumbre
Dentro de los organismos con prestigio y reconocimiento que comercializan MRC

para OGM destacan el IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements)
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de la JRC (Joint Research Center) que comercializa los MRC del BCR (Bureau
Communautaire de Référence) en la Union Europea, la AOCS (American Oil

Chemists' Society), y recientemente en México, el CENAM (Centro Nacional de
Metrologia).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Implementar y verificar la metodologia para la cuantificacion de algodén GM
mediante la técnica de dPCR, para obtener cuantificaciones confiables, exactas y

comparables con la técnica de gPCR.

4.2 Objetivos particulares

1. Establecer la técnica de dPCR en la plataforma Open Array® para cuantificar
muestras de algodén GM.

2. Verificar la técnica de cuantificacion de dPCR a traves de la cuantificacion de
los MRC a fin de encontrar resultados comparables con gPCR.

3. Determinar el Limite de Cuantificacion (LC) para la plataforma Open Array®,
con base en mezclas de algodén GM.

4. Cuantificar mezclas de algodon GM con el EE MON88913-8, para comparar
los resultados con los reportados en un estudio previo realizado con la
técnica de qPCR.

5. Realizar la cuantificacion de plasmidos en nimero de copias, a través de

dPCR, a fin de evaluarlos como calibrantes en cuantificaciones por gPCR.
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5. Metodologia

5.1 Estrategia experimental

Implementacién de la Cusntificacion d
. . ” uantificacion de . .
metodologia de dPCR Cuantificacién de MRC S, . Cuantificacion de
e s Determinacion delLC mezclas de harina de -
para la cuantificacién de por dPCR algodon GM plasmidos
algodon GM
\ r — . \ - -
Acondicionamiento de MRC Acondicionamiento de Acondicionamiento de Elaboracién de diluciones
AOCS 0906-Dy ERM- MRC AOCS 0906-D'y mezclas de harina de para cada plasmido, circular
_0804- linearizad
Br422d ) L AOCS-0804-A ) algodén GM al 10 % 1 %y ¥y linearizado
| 0.1%
\
Extraccion y estandarizacion Extraccic’)ndy e}igi:ldafiladé" | Cuantificacién de las
de ADN e i
I, I, Extraccién y estandarizacion secuencias M(')Naggfjtg ¥
de ADN acp-1en nimero de
I P copias para cada plasmido
Elabora(iff)n .de diluciones Flaboracion de mezclas | | |
optimas , ADN/ADN de algodén GM y
convencional Elaboracion de diluciones I
I 7 optimas Cuantificacién con
’ \ P qPCR de las secuencias
Cuantificacién por dPCR de l MONE8I13-8 y acp-1,
las secuencias MONSEI13- B . con un plasmido como
Elaboracion de diluciones P )
8y acp-1 optimas Cuantificacion con dPCR calibrante
\ 4 P p de las secuencias
MONSET3-8 y acp-T
—
r ™
Cuantificacién por dPCR de
las secuencias MONS8913-
8y acp-1

Evaluacion de la plataforma a partir de los datos obtenidos

Figura 5.1 Diagrama de bloques de |la estrategia experimental realizada.
[ 3 N )
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5.2 Materiales y métodos

5.2.1 MRC

5.2.1.1 MRC AOCS-0906-D

El MRC AOCS-0906-D es una harina de algodon genéticamente modificado, de la
especie Gossypium hirsutum, con el EE MON88913-8 certificado por la AOCS, en
cuyo certificado se reporta una concentracion del EE de 99.4 % copia/copia con
ausencia de datos asociados a la incertidumbre de la medicion (Anexo 1). Dicho
material se adquiri6 en una presentacion de 10 g de harina de algodoén, y es
almacenado a -20 °C.

5.2.1.2 MRC ERM-BF422d

El MRC ERM-BF422d es una harina de algodén genéticamente modificado,
igualmente de la especie Gossypium hirsutum, con los EE DAS24236-5 y
DAS21023-5, el cual se encuentra certificado por la JRC cuyo certificado especifica
una concentracion de 10 % copia/copia con una incertidumbre de 1.6 % copia/copia
asociada a la medicion (Anexo I1). Este material se adquirié en una presentacion de
29 y es almacenado a -20 °C.

5.2.1.3 MRC AOCS-0804-A

El MRC AOCS-0804-A es una harina de algodon no modificado genéticamente, de
la especie Gossypium hirsutum, el cual estad aprobado por la AOCS como control
negativo para los EE MON1445, MON531, MON15985-7. Este material fue
adquirido en una presentacion de 10 g y es almacenado a -20 °C.

5.2.2 Preparacion de mezclas de harina de algodon GM

La obtencion de las mezclas de harina de algodon se llevé a cabo previamente para
un estudio realizado en el CNRDOGM (L6pez, 2012). Estas se generaron a partir
de harinas de materiales de referencia de algodén GM y no GM. El material de
referencia GM presenta el EE MON88913-8, mientras que el material de referencia
no GM o convencional no posee ninguna modificacion genética.

El proceso de preparacion de las mezclas consisti6 en un paso de molienda,
seguido de un proceso de mezclado entre la harina de algodén GM y algoddn no
GM de acuerdo al porcentaje deseado (10%, 1% y 0.1%), en donde él porcentaje

se refiere al contenido del EE con respecto al gen enddgeno. A continuacion se

o0 0
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enviaron al CENAM para una fase de homogenizacion y envasado en contenedores
color &mbar de aproximadamente 2 g, obteniendo 20 frascos para cada porcentaje.
Posteriormente fueron conservadas a -20 °C hasta su uso.

5.2.3 Extraccién de DNA gendmico de MRC y mezclas de harina de algodén
GM

Para la extraccion de DNA de los MRC y las mezclas de harina de algodén GM se
empled el sistema de extraccion comercial Genetic-ID.

Para el caso de las mezclas se eligieron tres muestras de forma aleatoria de cada
uno de los porcentajes de las mezclas elaboradas al 10, 1 y 0.1 %, mientras que
para los MRC se tomo la cantidad a pesar directamente del frasco que los contenia.
Se pesaron 200 mg de harina de cada material y se colocaron en un microtubo de
2 mL (previamente etiquetado), inmediatamente se adicionaron 1.6 mL de Genomic
Lyse Buffer (solucion de lisis) y 30 uL de proteinasa K y se homogenizé por 15 s.
Seguido de esto, se sometid a una etapa de incubacion por 1 h a una temperatura
de 65 °C, con agitacion cada 15 min. Se centrifugd a 5000 rpm por 10 min en una
microcentrifuga. De cada microtubo, se tomdé aproximadamente 1 mL de
sobrenadante y se coloc6 en un microtubo al cual se le adicion6 la misma cantidad
de cloroformo, se homogenizd y se centrifugd nuevamente a 10000 rpm por 5 min.
Se tomaron aproximadamente 900 uL de sobrenadante y se agregé una cantidad
igual de Genomic Bind Buffer (solucion de unién), se homogenizd por 15 s y se
centrifug6 a 10000 rpm por 2 min. El sobrenadante se paso a través de una columna
de unién de DNA en un equipo Manifold con bomba de vacio especial para columna
de union de DNA,; en el mismo equipo se realizé un lavado con 800 uL de Genomic
Wash Buffer (solucién de lavado), seguido de tres lavados de 800 uL cada uno con
etanol al 75 %. Se centrifugd por 2 min a 10000 rpm, para luego transmitir las
columnas a microtubos de 1.6 mL donde se adicionaron 50 uL de buffer TE 1 x
(previamente calentado a 65 °C), con el cual se incub6 por 8 min a 65 °C, seguido
de una centrifugacion a 10000 rpm por 5 min. Esta operacién se realiz6 por
duplicado. Con ello se obtuvieron aproximadamente 100 uL de solucion (DNA en
buffer TE 1 x).
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Para conocer la calidad del DNA gendmico extraido se midio la absorbancia en un
espectrofotometro NanoDrop 2000.

Las muestras se estandarizaron a una concentracion de 50 ng/uL. Aquellas
obtenidas con una concentracion menor fueron concentradas en un concentrador
de DNA miVac DNA concentrator®; mientras que las que presentaban una
concentracion superior eran diluidas con agua de acuerdo a la formula C1V1 = CoV>
para obtener la concentracion deseada.

5.2.4 Calculo de la concentracion de DNA para la cuantificacion por dPCR

El célculo de las diluciones 6ptimas para las secuencias a cuantificar se determiné
siguiendo las Ecuaciones que se muestran a continuacion.

Para obtener el peso en ng de 1 copia del genoma de algodon se emplearon las

ecuaciones 1y 2.

e Ecuacion1
GXF=m

donde:

G: Tamaro del genoma (Mb); para este caso se considero un tamafo aproximado
del genoma de algodon de 2246 Mb (Yu, et al., 2011).

F: Factor universal = 1 pg/978 Mb

m: Masa del genoma en pg

e Ecuacion 2
mxf=M

donde:
m: masa del genoma en pg
f: Factor de conversion de pg a ng = 0.001 ng/1 pg

M: Masa del genoma en ng

Posteriormente, con las Ecuaciones 3 y 4, se obtiene el nimero de copias

esperadas por reaccidén (por cada particion del subarreglo, V = 33 nL) de cada
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secuencia se deben evaluar cuatro concentraciones del DNA a cuantificar para
obtener la dilucién 6ptima que entrard dentro del rango de niumero de copias que
especifica el fabricante (0.6 a 1.6 copias por particion).

e FEcuaciéon 3

1 copia por genoma

i CP

donde:

C: Concentracién de DNA a evaluar (ng/uL) = 0.1 ng/uL, 1 ng/uL, 10 ng/uL o 100
ng/uL

M: Masa del genoma en ng

CP: Numero de copias de la concentracion de DNA evaluada (cp)

e Ecuacion 4

donde:

v: Volumen por particion = 33 nL

CP: Numero de copias de la concentracion de DNA evaluada por subarreglo (cp)
V: Volumen por subarreglo = 5000 nL

cp: Numero de copias de la concentracion de DNA evaluada por particion (cp)
5.2.5 Dilucion del material por cuantificar

Se llevaron a cabo las diluciones seriales para la cuantificacion del gen endégeno
acyl carrier protein (acp-1) en los MRC y mezclas de harina de algodon de
acuerdo al esquema gue se muestra en la Figura 5.2; tomando en cuenta que para
el caso de un MRC al 100 %, tanto la secuencia GM como el gen enddégeno se
encuentra enrelacion 1:1, se siguio el mismo esquema para la cuantificacion del EE
MON88913-8.
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50 ng/uL 5 ng/uL 0.5 ng/uL 0.05 ng/pL
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100 ng/pL 10 ng//uL 1 ng/uL 0.1 ng/uL
288.21 copias 28.82 copias 2.88 copias 0.29 copias
DILUCION
OPTIMA

Figura 5.2. Dilucién de DNA realizada para la cuantificacién del gen acp-1 en MRCy
mezclas de harina de algodén.

Se cargaron 2 uL de DNA por cada subarreglo, para obtener la concentracion
requerida y cumplir con las diluciones 6ptimas calculadas para obtener el nUmero
de copias esperado dentro de los rangos planteados por el fabricante.

En el caso de la cuantificacion del EE MON88913-8, en cada una de las mezclas se
siguio el esquema de trabajo mostrado en la Figura 5.3, teniendo en consideracion

gue para cada una de ellas la concentracion de la secuencia GM es diferente.

10 pL DNA 10 pL DNA
'-\__x:a. "\._\_‘?*-\ '-\__x_?u.
90 pL HzO 90 pL HzO 90 pL Hz0
| ! 1 ! | !
Illl“-llll I'|I“-I.'I Illlh'llul
50 ng/ul 5 ng/uL 0.5 ng/pL
®x2 ul ®x2 ul X2 plL
MEZCLA lf ut) l{ ut) lf ut)
I 100 ng/pL 10 ng/uL 1ng/pL
10 % 28.82 copias 2.88 copias ID.ZB copias
1% 2.88 copias ID.ZE CCIFIiES DILUCIOMNES
0.1% 0.29 copias OPTIMAS

Figura 5.3. Dilucién de DNA realizada para la cuantificacion de la secuencia GM en
mezclas de harina de algodén.
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5.2.6 Plasmidos

Los plasmidos se obtuvieron a partir del vector p-GEM®-T Easy e insertos del gen
endogeno de algodén acp-1 y el EE MONB88913-8 en relacién 1:1 de ambas
secuencias, en forma circular (no linearizado) y linearizada (con ayuda de la enzima
Scal), para los cuales se reporta una concentracion de 1238 ng/uL y 227 ng/uL,
respectivamente. Una vez que el DNA plasmidico fue recibido se almacené a -70
°C para su almacenamiento.

5.2.7 Disefo y preparacion del protocolo de diluciones para la cuantificacion
por dPCR de DNA plasmidico

Se buscé obtener diluciones entre 100 y 200 copias por microlitro para cada uno de
los plasmidos, dichas concentraciones se fijaron tomando como referencia los
resultados obtenidos en un estudio realizado previamente en el CNRDOGM
(Gutiérrez, 2012).

Los protocolos de dilucion a seguir en la preparacion de las diluciones en serie para

cada uno de los plasmidos, se muestran a continuacion en las Figuras 5.4 y 5.5.

0.5 uL 0.5 uL
2 e S5 oy e
2pL 10 pL
| 499.5uL 499.5 pL _”.. aszpL RS 30 pL
= v T L e TE
3.54x10% 3.54x10% 3.54x10° 2x10° 200
copias copias copias copias copias
Solucién
1pL
stock l s

o

353 L
| TE

[ &)
|

L
1x10°
copias

110 L
ey
90 uL
|

S
v TE
\

100
copias

Figura 5.4. Protocolo de dilucién para plasmido no linearizado (circular).
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Figura 5.5. Protocolo de dilucién de plasmido linearizado.

Las diluciones de los plasmidos fueron realizadas en bafio de hielo para evitar la
degradacion del DNA plasmidico, y de manera gravimétrica en una balanza analitica
con la finalidad de conocer las cantidades reales de DNA y de diluyente de los que
se componia cada dilucion y asi contar con datos mas exactos para obtener los
valores reales de la cuantificacion de los plasmidos.

5.2.8 Determinacion del LC para la plataforma de dPCR Open Array®

Para la determinacion del LC de la plataforma de dPCR Open Array® se realizaron
mezclas de DNA de algodon GM y DNA de algodon no GM hasta obtener una
concentracion de 0.01 % DNA GM/DNA NO GM. Para ello se emplearon los MRC
AOCS-0906-D como el MRC GM y el MRC AOCS-0804-A como el MRC NO GM o
convencional, el protocolo de elaboracion de dichas mezclas se ilustra en la Figura
5.6.
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Figura 5.6. Protocolo de elaboracién de mezclas de DNA de algodén GMy no GM para la
determinacién del LC de la plataforma de dPCR Open Array®.

Una vez que se obtuvo la mezcla de DNA de algodoén al 0.01 %, se procedio a
estimar el nimero de copias esperadas al cargar 100 ng de DNA de la mezcla
obtenida. De la misma manera que para los MRC y mezclas de harina de algodon
GM, se consideré que el EE se encontraba en una concentracion de 0.01 %
respecto al gen enddgeno, es decir, de 0.029 copias para el EE, y 0.29 copias para
la secuencia endogena.

5.2.9 Cuantificacion de los materiales de algodon GM por dPCR

La cuantificacion de los MRC y las mezclas de harina de algodon se realizo en la
plataforma Open Array® de Life Technologies®.

Para todas las reacciones se empled una mezcla de enzima, amortiguador y
nucledtidos, o “master mix”, oligonucledtidos y sondas Tagman®, para armar
posteriormente la mezcla de reaccidén con el DNA gendmico. Las secuencias de los
oligonucledtidos y sondas utilizados se muestran en la Tabla 5.1 (Compendium of
Reference Methods for GMO Analysis, 2010).
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Tabla 5.1. Secuencia de los iniciadores y sondas de las secuencias cuantificadas.

Secuencia | Iniciador . : .
blanco o sonda Secuencia de oligonucleotido de DNA
5-ATT GTG ATG GGA CTT GAG GAAGA -3
i
g. 5-CTT GAACAG TTGTGATGG ATT GTG - 3
© 5-FAM - ATT GTC CTC TTC CAC CGT GAT TCC GAA -
TAMRA - 3
<i|> 5'- CAAATT ACC CAT TAAGTAGCC AAATTAC -3
(@2}
) 5-GGC TTT GGC TAC CTT AAG AGAGTC - 3
Z
©) 5-FAM - AAC TAT CAG TGT TTG ACT ACAT -
= MGBNFQ - 3’
) 5- AAA TAT TAA CAA TGC ATT GAG TAT GAT G -3
AN
o
Jw 5-ACTCTTTCTTTTTCT CCATAT TGA CC -3’
N
<D( 5-FAM- TAC TCATTG CTG ATC CAT GTAGAT TTC
CCG-TAMRA - 3’

El volumen de los componentes para la elaboracion de las diferentes mezclas de

reaccion tanto para el DNA gendémico como el DNA plasmidico integrado y los NTC

(NotTemplate Control, con agua en vez de DNA), se muestra en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Componentes de las mezclas de reaccién utilizadas en la cuantificacién de

dPCR.
Vol. para 12
C Vol. por Vol. para5
Reactivo Con(_:e_nt_racmn subarreglo subarreglos (uL) subarreglos
inicial (L) DNA DNA de NTC (ul)
gendmico | plasmidico
Agua - - - 12 5
Master Mix 2X 2.5 30 30 12.5
Oligonucleotido 10 nM 0.15 1.8 1.8 0.75
Forward
Oligonucledtido 10 nM 0.15 1.8 1.8 0.75
Reverse
Sonda 5nM 0.2 2.4 2.4 1
DNA - 2 24 12 -
Vol. total 5 60 20

Para la cuantificacion de las muestras se sigui6 el esqguema mostrado en la Figura

5.7, empleandose una mezcla de reaccion individual para 11 subarreglos para cada

una de las filas de la placa Open Array®, mientras que para los NTC de cada

secuencia se realizaron mezclas de reaccion independientes.
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Figura 5.7. Esquema de trabajo para cuantificacién por dPCR.
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El llenado de las placas Open Array® se realizé con ayuda del Sistema Acuffil®. Se
cargaron las mezclas de reaccion necesarias en placas de 384 pozos,
distribuyéndose de tal forma que por cada 11 pozos de la placa de 384 se carg6 un
volumen de 5 uL en cada uno, y 5 uL de mezcla de reaccién para NTC en el pozo
12, como se indica en la Figura 5.7.

Posteriormente con el Sistema Acuffil® se cargd cada una de las particiones de los
subarreglos de las placas Open Array® (previamente atemperadas en un
refrigerador de 4 °C después de su almacenamiento a -20 °C a) con 33 nL de la
mezcla de reaccion.

Una vez cargadas, las placas Open Array® fueron introducidas en casetes,
previamente llenados con liquido de inmersion hasta tres cuartas partes de su
capacidad y hasta permitir la cobertura total de la placa. El resto del casete se
relleno con polimero sellador que se solidifico con la exposicion a luz UV por un
lapso de 3 min por cada cara del casete con ayuda de la Estacion de sellado de
placas Open Array®, lo anterior para permitir la proteccion de la placa Open Array®

bajo las condiciones de termociclado. Este proceso se ejemplifica en la Figura 5.8.

Figura 5.8. Esquema de preparacion de las placas Open Array® previo al termociclado.

Una vez que se crearon los archivos pertinentes para la corrida de termociclado
(archivos con extension .tpf y .csv), tomando como referencia el manual de
entrenamiento Open Array®, se procedié a la colocacién de las placas Open Array®
en el termociclador NT Cycler y se dio inicio a la corrida siguiendo el protocolo
plasmado en el mismo manual. Las etapas de termociclado se resumen en la Tabla
5.3.
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Tabla 5.3. Condiciones de termociclado del NT Cycler.

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo (s) | Repeticiones
Pre-calentamiento 94 540 1
95 20
Amplificacién 60 60 40
72 30

Para la obtencion de los datos referentes a la corrida de termociclado, se exportaron

los archivos generados del software Open Array® Real Time PCR System (archivos

con extensién .ncx y .csv) al software del Open Array® Digital PCR siguiendo las

instrucciones indicadas en el manual de entrenamiento de Open Array®. Este tltimo

software, permite desplegar un analisis de los datos propios de la corrida, que

incluyen:

e Heatmap Tab (Mapas de amplificacidon): Permite visualizar un esquema de la
placa Open Array® en donde se muestran los pozos con y sin amplificacion.
e Results Tab: Despliega los resultados obtenidos para cada subarreglo con

base en la informacion contenida en los archivos creados previo a la
amplificacion, dentro de los cuales se encuentran: promedio de copias por
reaccion, intervalo de confianza menor y mayor, total de réplicas (reacciones
gue se consideraron para el analisis), total de amplificaciones negativas, y
total de omitidas (reacciones que se omitieron automaticamente por algun
error del cargado).

5.2.10 Analisis estadistico de los resultados generados por dPCR

El andlisis que arroja el software del Open Array® Digital PCR, permite obtener un

promedio del nUmero de copias por cada reaccion que compone a un subarreglo

(64 particiones = 64 reacciones), asi como un intervalo de confianza para estos

resultados.

Para los fines de este estudio, en la generacién de los resultados reportados se

consider6 el promedio del niimero de copias por cada fila de la placa Open Array®

(compuesta por 11 subarreglos, mas uno destinado para NTC que no se considera

para efectos del célculo), asi como de sus intervalos de confianza. Con ello, se

estimaron el numero de copias que se tenian en una particion (V = 33 nL), para

después relacionarlo con el numero de copias en un subarreglo (V =5 ulL), y asi
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obtener el nUmero de copias en 100 ng de DNA, y determinar el % GM de acuerdo

con la siguiente ecuacion:

e FEcuacion5

numero de copias de EE
% GM = —; , - x 100
numero de copias de gen endbgeno

Este resultado permite obtener el porcentaje de EE cuantificado con el equipo dPCR
que contiene cada uno de los materiales con DNA gendémico que fueron
cuantificados.

En el caso de los materiales con DNA plasmidico, se consider6 que el software del
Open Array® Digital PCR proporciona el promedio de copias por reaccion de cada
subarreglo (64 particiones = 64 reacciones) y un intervalo de confianza asociado.
Por ello se utilizo la siguiente formula para obtener el nimero de copias asociado a

la cuantificacion de la secuencia blanco.

e Ecuacion 6

numero de copias de secuencia blanCO)
5000 nL

= namero de copias de secuencia blanco en 33 nL

33nL(

El tratamiento estadistico que se realiz6 para obtener el valor de incertidumbre
expandida asociada a las mediciones realizadas consistié en obtener la distribucion
de los resultados a partir de la desviacién estandar de los mismos, mediante las

siguientes ecuaciones:

e Ecuacion7

Ucombinada = Ju(crefz + u(RSDIP)2

Donde:
Ucombinada= Incertidumbre tipica combinada

U (Crer) = Incertidumbre del componente o material de referencia
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u (RSDp) = Incertidumbre del componente de medicidbn en condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad
Considerando que en la técnica de dPCR no se requiere un calibrante o material de

referencia, este parametro se descarto6 para el calculo, quedando lo siguiente:

e Ecuacion 8

Ucombinada = W(RSDp) = S—D

Vn

Donde:
Ucombinada= U (RSDip) = Incertidumbre del componente de medicion en condiciones
de repetibilidad y reproducibilidad
SD = Promedio de la desviacion estandar de la medicion
n = numero de repeticiones de la medicion
A partir de la incertidumbre combinada es posible obtener la incertidumbre
expandida necesaria para evaluar las mediciones realizadas en los ensayos, con

la siguiente Ecuacion:

e Ecuacion 9
U = (Ucombinada)k

Donde:
U = Incertidumbre expandida
Ucombinada= INncertidumbre tipica combinada
k = factor de cobertura (igual a 2 representado por un intervalo de confianza del 95
%)
5.2.11 Cuantificacion de mezclas de harina de algodén GM por gPCR
empleando plasmido linearizado como calibrante
La cuantificacion de las mezclas de algodén GM (10 %, 1 % y 0.1 %), partiendo del
plasmido con el EE MON88913-8 en su forma linearizada como calibrante, fue
llevada a cabo en la plataforma ViiA®-7 Real Time PCR System de Life
Technologies®. Para ello, se elaboraron diluciones seriales 1:10, de acuerdo al
esquema mostrado en la Figura 5.9, con concentraciones desde 100000 hasta 100

copias a partir de la solucién stock del plasmido linearizado de manera volumétrica
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para la construccion de una curva de calibracion, tanto para la secuencia referencia
como para la GM (EE MON88913-8) en las mezclas de algodon GM, y asi
determinar el % GM propio de cada una de ellas mediante esta técnica.

lpL SuL apL 15uL 10 L 10 pL 10 pL
N LN LN £y LS LA LS EAN
| 9L 495 pL | 22u | 1suL | souL | som | som
e wTE e TE e TE T T T =T
Y/ v Y Y/ L] L] L) Y
6.49x10%° 6.49x107 6.49x10° 100000 50000 5000 500 50
copias copias copias copias copias copias copias copias

Solucién
stock

Figura 5.9. Diluciones seriales del plasmido linearizado con el EE MON88913-8
empleado en la cuantificacion de mezclas de harina de algod6n por gPCR.

Se emplearon una mezcla de enzima, buffer y nucleotidos, cebadores y sondas
Tagman®, para que en conjunto con el DNA genémico (estandarizado a 50 ng/uL) y
DNA plasmidico, conformaran la mezcla de reaccion empleada para el cargado de
los pozos requeridos de un placa con capacidad de 96 pozos. En cada pozo se
deposité un volumen de 20 uL de la mezcla de reaccién elaborada. Los volumenes

afiadidos para obtener la mezcla de reaccion se detallan en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Componentes de las mezclas de reaccidon usadas en la cuantificacion de

qPCR.
Reactivo Concentracion | Concentracién Vol. por
inicial final 1 reaccidn =20 uL
Agua - - 6.1 uL
Master mix 2X 1X 10 pL
Oligonucleétido
Fordward 10 uM 300 nM 0.6 uL
Oligonucleétido
Reverse 10 uM 300 nM 0.6 uL
Sonda 5uM 180 nM 0.7 puL
DNA cpb~100 ng 2 uL
Volumen Final 20 pL

Las condiciones de termociclado para la corrida corresponden a las indicadas en la

Tabla 5.3, para el NT Cycler.



Facultad de Quimica I UNAM

6. Resultados y Discusion

6.1 Cuantificacién de MRC

Con el propésito de evaluar las cuantificaciones realizadas por la técnica de dPCR
con la plataforma Open Array® de Life Technologies®, se efectué la cuantificacion
de MRC para comparar los resultados experimentales obtenidos con la
concentracion reportada en sus respectivos certificados. Para lograr este objetivo,
posteriormente al proceso de extraccion y estandarizacion de DNA a 50 ng/uL
(como se especifica en los puntos 5.2.2 y 5.2.3 del apartado de metodologia), se
prepararon los MRC como se describe en los puntos 5.2.4y 5.2.5 del apartado antes
citado para conseguir las condiciones requeridas para la cuantificacion del DNA
genomico de cada uno de los MRC y establecer su posterior cuantificacion por
dPCR.

El calculo de las diluciones optimas, tanto para el gen endégeno acp-1 como para
el EE MON88913-8 en los MRC, se determin6 con base en las Ecuaciones 1-4 del
apartado de Materiales y Métodos, como se muestra en el siguiente ejemplo de
célculo, en donde los parametros considerados se explican en la seccion 5.2.4 del

apartado ya mencionado:

Ecuacion 1
2246 Mb (1 pg de ADN) = 2.29 de ADN
978 Mp ) “c7P9ce
Ecuacion 2
0.001 ng
2.29pgde ADN (W> =229 x 1073 ng de ADN
Ecuacion 3

1 copiade acp — 1
2.29 x 1073 ng de ADN

0.1 ng de ADN( ) = 43.67 copias de acp — 1

Ecuacion 4

43.67 copias de acp — 1
5000 nL

33 nL( ) = 0.29 copias de acp — 1
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Donde el valor desprendido de la Ecuacion 4 indicard el numero de copias
esperadas de la secuencia a cuantificar, mismo que deberd estar dentro o por
debajo del rango especificado por el fabricante, que es de 0.6 a 1.6 copias por
particion. De acuerdo a los célculos realizados se obtuvieron los datos mostrados
en la Tabla 6.1 para el nUmero de copias esperadas de acuerdo a la concentracién
de trabajo empleada.

Tabla 6.1. Estimacion de la concentracién de DNA para adicionar el nUmero de copias
indicado por el fabricante.

Concentracion de Numero de copias Numero de copias
DNA (ng) esperadas en 5000 nL esperadas en 33 nL
0.1 43.67 0.29

A partir de la dilucion 6ptima de 0.1 ng/uL del gen enddgeno, correspondiente a 0.29
copias esperadas de la secuencia acp-1, se consideraron 0.29 copias esperadas
del EE MONB88913-8 para el caso de los MRC (100 % “Control positivo” = 100 ng
de DNA) debido a que la relacion entre el gen enddgeno y el evento especifico es
1:1.

Para evaluar la confiabilidad de los resultados obtenidos de los ensayos realizados
se consideraron los siguientes parametros: la concentracion obtenida a partir de la
cuantificacion de ambas secuencias en comparacion con la reportada en el
certificado, la incertidumbre relativa de los ensayos, asi como la desviacion estandar
relativa a la repetibilidad; donde para ésta Ultima se esperaria que se encontrara
dentro del rango aceptado (< 25 %) (Luque, 2012).

6.1.1 Cuantificacion del MRC AOCS-0906-D

Se llevo a cabo la cuantificacion del MRC AOCS-0906-D, del cual su certificado
reporta una concentracion de 99.4 % copia/copia de la secuencia especifica
MONB88913-8 con respecto a la secuencia endoégena acp-1, sin una incertidumbre
asociada.

La cuantificacion de éste material se realiz6 para obtener un resultado comparable
con el reportado en su certificado, a fin de evaluar la exactitud y precision que ofrece
la técnica de dPCR, teniendo en cuenta que los datos reportados en el certificado

del MRC estan avalados por una institucién de metrologia.
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Tras la preparacion del DNA para su cuantificacion por dPCR, se cargaron dos
placas Open Array®, una para el EE MON88913-8 y otra para la secuencia
endogena, ambas con 0.1 ng de DNA por subarreglo. Se realizaron cuatro ensayos
para la emision del resultado de la cuantificacion, considerando como un replicado
el conjunto de 11 subarreglos conteniendo DNA gendémico y un subarreglo adicional
como NTC.

En la Tabla 6.2, se pueden observar los datos obtenidos de la cuantificacién por
dPCR del MRC AOCS-0906-D con la plataforma Open Array®. En la Tabla 6.2 se
indica el valor esperado en numero de copias para las secuencias del EE
MON88913-8 y para el gen enddégeno acp-1, asi como el valor de las copias
obtenidas de la cuantificacion con sus respectivos intervalos de confianza, lo cual

permite comparar el valor esperado de numero de copias y el valor obtenido.

Tabla 6.2. Niumero de copias promedio por reacciéon para la cuantificacién del MRC

AOCS-0906-D.
Conc. de
MRC Secuencia DNA por # copias #cop_las _ IC_ IC_
subarreglo | esperadas | obtenidas |inferior |superior
(ng)
AOCS- | MON88913-8 01 0.29 0.31 0.19 0.50
0906-D acp-1 ' ' 0.33 0.21 0.52

Los mapas y curvas de amplificacion desprendidos para cada uno de los cuatro
ensayos efectuados durante la cuantificacion tanto de la secuencia del EE
MON88913-8 como de la secuencia enddgena acp-1, se presentan en las Figuras
6.1y 6.2, en donde se observan los pozos con amplificacion (rojo) y sin amplificacion
(negro) en los mapas, en complemento con las curvas de amplificacion. En la
cuantificacion de este material se evidencia la relacion 1:1 de ambas secuencias ya
gue al encontrarse en la misma relacion el nimero de pozos con amplificaciones
positivas que ambas presentan es similar, lo mismo se observa en el conjunto de
las curvas de amplificacion desprendidas para cada uno de los ensayos, las cuales
se muestran en apariencia similares.

A partir de los datos obtenidos en la cuantificacién, se llevaron a cabo los calculos

necesarios para determinar el % GM del MRC AOCS-0906-D a fin de comparar el

o0 0
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valor obtenido con el reportado en el certificado de este material, cuyo valor obtenido
por dPCR con la plataforma Open Array® es de 94.02 % con una incertidumbre
expandida asociada de 1.54 %, mientras que el valor reportado por la entidad de
metrologia encargada de certificar este material es de 99.4 % sin una incertidumbre
asociada, por lo cual se planteé la cuantificacién de un MRC que contara con una
incertidumbre asociada reportada, cuya determinacion se detalla en el siguiente
apartado.

Respecto a la desviacion estandar relativa a la repetibilidad, considerada para
respaldar la confiabilidad de los ensayos en términos de repetibilidad, se determiné
que se obtuvo un valor de 0.82 %, el cual es menor al maximo aceptado de 25 %
RDSr.

En la Figura 6.3 se ilustra de manera grafica que el valor obtenido se encuentra
alejado del reportado, sin embargo, al no contar con una incertidumbre asociada
para el valor emitido en el certificado del MRC no se puede asegurar que el valor
determinado no sea comparable con el reportado.
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Figura 6.1. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.2. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia MON88913-8 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en el MRC
el MRC AOCS-0906-D por dPCR. AOCS-0906-D por dPCR.
LN ]
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Figura 6.3.Comparativo del valor reportado en el certificado del MRC AOCS-0906-D v el
valor determinado a partir de su cuantificacion por dPCR.

6.1.2 Cuantificacion del MRC ERM-BF422d

Posterior a la cuantificacion del MRC AOCS-0906-D donde se observo que el valor
determinado a partir de la cuantificacion con dPCR no podia ser comparado con el
reportado en su certificado, debido a que no especificaba una incertidumbre
asociada, se decidié cuantificar un nuevo MRC para evaluar la respuesta de la
técnica de dPCR con la plataforma Open Array®.

El material seleccionado no contenia el EE objeto del presente estudio y fue
seleccionado por disponibilidad, porque el certificado presentaba un valor de
incertidumbre asociada y porque corresponde a la misma especie con la que se
estaba trabajando.

El MRC ERM-BF422d es un material modificado genéticamente de tipo “stack” o
apilado, cuya concentracién es de 10 % copia/copia de las secuencias GM con
respecto al gen enddgeno acp-1. Al ser un material “stack” brinda la posibilidad de
cuantificar cualquiera de las dos secuencias GM con las que cuenta: DAS24236-5
y/o DAS21023-5, por lo cual, en este andlisis se considero la secuencia DAS21023-
5 para llevar a cabo su cuantificacion y obtener el porcentaje GM del MRC respecto
a la cuantificacion de la secuencia endégena. Para ello, después de obtener el DNA

en las condiciones requeridas para su cuantificacion por dPCR, se cargaron dos
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placas Open Array® para cuantificar cada una de las secuencias: DAS21023-5 a
una concentracion de 1 ng y la secuencia endégena acp-1 con 0.1 ng, llevando a
cabo cuatro ensayos para cada una de ellas, al igual que para el MRC AOCS-0906-
D (punto 6.1.1, de este apartado).

Los resultados obtenidos para esta cuantificacion se detallan en la Tabla 6.3, en
donde se registra el nimero de copias esperadas de cada una de las secuencias.

Tabla 6.3. NUmero de copias promedio por reaccion para la cuantificacion de MRC.

Conc. de
: DNA por # copias | #copias IC IC
MRC Secuencia subarreglo | esperadas | obtenidas | inferior | superior
(ng)
ERM- DAS21023-5 1 0.29 0.23 0.14 0.40
BF422d acp-1 0.1 ' 0.28 0.17 0.47

En las Figuras 6.4 y 6.5 se presentan los mapas y curvas de amplificacion de los
ensayos realizados para la cuantificacion de las secuencias DAS21023-5 y acp-1,
en donde se observa que este material no presenta una relacion 1:1 en las
secuencias que lo conforman, debido a que se hace evidente el menor nimero de
amplificaciones positivas para la secuencia DAS21023-5 respecto a la secuencia

endodgena.
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Figura 6.4. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.5. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia DAS21023-5 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en el MRC
el MRC ERM-BF422d por dPCR. ERM-BF422d por dPCR.
LN ]
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Con los resultados obtenidos en nimero de copias se procedié a determinar el valor
de concentracién expresada en porcentaje, obteniéndose un valor de 8.44 % con
una incertidumbre asociada de 0.48 %, mientras que en su certificado se reporta
una concentracion de 10 % con una incertidumbre asociada de 1.6 %.

Al contar con dos datos que tienen una incertidumbre asociada se puede llevar a
cabo una comparacion entre el valor reportado en el certificado del MRC y el valor
obtenido por su cuantificacion con dPCR. Como se visualiza en la Figura 6.6, el
valor obtenido es comparable con el valor reportado al considerar la incertidumbre
reportada y la obtenida. Con el propésito de evaluar la repetibilidad de los ensayos
realizados se determind la desviacion estandar relativa a la repetibilidad, para la
cual se obtuvo un valor de 2.86 %, mismo que es menor al maximo aceptado de 25
% RSDr. El valor determinado es estadisticamente aceptable y por lo tanto se

concluye que la metodologia utilizada es apta para el fin propuesto.

Cuantificacion de MRC ERM-BF422d
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Figura 6.6. Grafico comparativo del valor reportado en el certificado del MRC ERM-
BF422d vy el valor determinado a partir de su cuantificacion por dPCR.
6.2 Obtencidn del limite de cuantificacion (LC) para la plataforma Open
Array® con mezclas DNA/DNA de algodén GM
Para obtener el limite de cuantificacion de la plataforma de dPCR Open Array®, se
realizaron mezclas de algodon GM en % DNA/DNA al 0.01 %, y se llevé a cabo su

cuantificacion por dPCR.
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Los datos obtenidos se especifican en la Tabla 6.4, donde se puede observar el alto
grado de exactitud en la cuantificacion del EE MON88913-8 debido a que el nUmero

de copias obtenidas respecto a las esperadas es comparable.

Tabla 6.4. NOmero de copias promedio por reaccion en la cuantificacion de mezclas de
algoddn GM porcentaje DNA/DNA por dPCR para la determinacién del LC.

Conc. de

Mezcla | Secuencia DNA por | # copias #cop_las _ IC_ IC_

subarreglo |esperadas |obtenidas |inferior |superior
(ng)
MON88913-8 100 0.25 0.15 0.42
)

0.1% acp-1 1 029 043 | 028 | 065

0.01 % MON88913-8 100 0.029 0.025 0.007 | 0.101

' acp-1 0.1 0.29 0.337 0.213 | 0.535

En la Figura 6.7 y Figura 6.8 es posible comparar el nimero de amplificaciones
positivas obtenidas para los ensayos de cuantificacion de cada una de las
secuencias en la mezcla 0.1 %, destacando un menor niumero de las mismas para
la secuencia del EE respecto a la endogena, ya que la primera se encuentra en
menor proporcion que la segunda en la mezcla cuantificada. En cuanto a las curvas
de amplificacion obtenidas, se observé que el conjunto descrito para la secuencia
enddgena muestra un mayor numero de curvas de amplificacion en relacion al EE
MON88913-8, lo cual influye en el nimero de amplificaciones positivas obtenidas
en los mapas de amplificacion.

En los mapas y curvas de amplificacion mostrados en las Figuras 6.9 y 6.10
obtenidos de la cuantificacion de la mezcla 0.01 %, el nimero de pozos con
amplificaciones positivas es mayor para la secuencia enddgena respecto a la
secuencia del EE, al igual que en las curvas de amplificacion. Resalta que para
ambos casos el numero de amplificaciones tanto en el mapa como en el conjunto
de curvas de amplificacion es practicamente nulo para esta mezcla, producto de la

baja concentracion de la secuencia GM analizada.
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Figura 6.7. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.8. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia MON88913-8 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en la
la mezcla de algodén GM al 0.1 % DNA/DNA por dPCR. mezcla de algodén GM al 0.1 % DNA/DNA por dPCR.
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Figura 6.9. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.10. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia MON88913-8 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en la
la mezcla de algodén GM al 0.01 % DNA/DNA por dPCR. mezcla de algodon GM al 0.01 % DNA/DNA por dPCR.
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Los resultados de la cuantificacion de las mezclas 0.1 % y 0.01 % DNA/DNA,
mostrados en la Tabla 6.5, dan evidencia de que es posible obtener mezclas méas
homogéneas al ser elaboradas en % DNA/DNA, respecto a la obtenidas a partir de

harinas en fracciéon masa.

Tabla 6.5. Concentracion obtenida para las mezclas porcentaje DNA/DNA por dPCR.

Conc.
determinada
Mezcla (%copial/copia) RSDr
+U expandida
0.1% 0.12 +0.01 0.005

0.010% | 0.015+18.040 | 9.020

Con base en el resultado de la cuantificacion de la mezcla al 0.01 %, se buscé
determinar la capacidad de esta plataforma para cuantificar secuencias de DNA por
debajo del rango de numero de copias especificado por el fabricante. Con base en
los resultados obtenidos, se establecio que esta plataforma cuenta con la capacidad
de llevar a cabo cuantificaciones a partir de una cantidad de DNA menor a la
recomendada por el fabricante, generando asi la evidencia necesaria para
establecer el limite de cuantificacion del equipo.

De los resultados presentados en la Tabla 6.5 destaca que, aun cuando en el caso
de la secuencia enddégena no se obtuvieron datos del nUmero de copias cercanos a
los esperados, los valores de cuantificacion en porcentaje obtenidos fueron
satisfactorios. Ademas, se puede observar que los valores de desviacion estandar
relativa a la repetibilidad fueron menores al valor aceptado (RSDr < 25 %).

6.3 Cuantificacion de mezclas de algodéon GM

Como parte de este estudio se cuantificaron mezclas de harina de algodon GM en
porcentajes de 10, 1 y 0.1 %, las cuales fueron elaboradas y cuantificadas en un
estudio previo en el CNRDOGM (Lo6pez, 2012). La naturaleza de estas mezclas se
describe de manera detallada en el punto 5.2.2 de la metodologia, para comparar
los resultados obtenidos por gPCR con los emitidos por dPCR empleando la

plataforma Open Array®.
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En el caso de MRC se asume que la relacion de sus secuencias es 1:1, por lo que
el numero de copias esperadas serd el mismo para ambas secuencias (acp-1y
MON88913-8). Sin embargo, al trabajar con mezclas en las que el EE se encuentra
en menor namero de copias respecto a la secuencia de referencia es necesario
llevar a cabo las siguientes relaciones para la obtencion del nUmero de copias

esperadas por reaccion (por cada particion del subarreglo, V = 33 nL):

Ejemplo para la estimacion de la concentracion de trabajo del EE en una mezcla al
10 %:
288.21 copias de EE = 100 % "Control positivo" 100 ng de DNA
x = 10 % Mezcla al 10 %
x = 28.82 copias de EE en Mezcla al 10 %
28.82 copias de EE — 100 % "Control positivo"Diluciéon 10 ng de ADN
x = 10 % Mezclaal 10 %
x = 2.88 copias de EE en Mezcla al 10 %
2.88 copias de EE — 100 % "Control positivo"Dilucion 1 ng de ADN
x - 10 % Mezclaal 10 %
x = 0.29 copias de EE en Mezclaal 10 %
0.29 copias de EE — 100 % "Control positivo"Dilucion 0.1 ng de ADN
x = 10 % Mezclaal 10 %
x = 0.029 copias de EE en Mezcla al 10 %

Con base en el ejemplo presentado, se observa que la concentracion de trabajo
para la cuantificacion del evento especifico en una mezcla de algodon al 10 % sera
aquella con una concentracién de 1 ng/uL. En la Tabla 6.6 se indican las diluciones

Optimas obtenidas para cada una de las mezclas de acuerdo al ejemplo anterior.
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Tabla 6.6. Estimacion de la concentracion de trabajo para el evento especifico
MON88913-8 de acuerdo al niumero de copias esperadas.

NUumero de copias esperadas en 33 nL
Mezcla | paralas diluciones éptimas a partir de un
(%) “Control positivo” (100 %)
100 ng/uL | 10 ng/pL | 1 ng/ul | 0.1 ng/uL
100 288.21 28.82 2.88 0.29
10 28.82 2.88 0.29 0.029
1 2.88 0.29 0.029 0.0029
0.1 0.29 0.029 0.0029 0.0029

Las diluciones 6ptimas se fijaron de acuerdo al rango 6ptimo de nimero de copias
por reaccion a cuantificar que el fabricante de la plataforma de dPCR establece, el
cual es de 0.6 a 1.6 de la secuencia blanco, sin embargo, la plataforma permite
cargar una cantidad menor a la minima, mas no una mayor a la superior, por lo que
el numero de copias obtenido queda definido en 0.29 copias para cada una de las
mezclas, tanto para el gen endégeno como para el evento especifico.

Para llevar a cabo una comparacion de los resultados generados a partir de la
cuantificacion de las mezclas de harina de algodon GM por las dos técnicas, se
considerd6 el promedio de la concentracion obtenida, la incertidumbre expandida de
los ensayos, asi como la desviacion estandar y la desviacion estandar relativa a la
repetibilidad.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion por gPCR, a partir del uso de dos
plataformas distintas (LightCycler® 480 de Roche® y ViiA®7 de Life Technologies®)

para éstas mezclas (Lopez, 2012), se muestran a continuacién en la Tabla 6.7

Tabla 6.7. Concentraciones obtenidas en porcentaje copia/copia para mezclas de harina
de algoddn GM a partir de su cuantificacion por gPCR (Lépez, 2012).

Equipo LC-480 ViiA-7
Conc. . ., 1010 [ 10 [., | 010
Esperada 10% | 1% % % 1% %
Conc. 10.48|0.92| 0.11 |9.30|0.71| 0.08
Determinada
U expandgida | 0.21 |0.09] 0.01 |0.60 [0.11] 0.01
sSD 0.41 |0.12] 0.02 [0.73/0.13| 0.02
RSDr 0.87 |3.00| 4.42 [1.75|3.95| 4.49
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De la cuantificacién por dPCR con la plataforma Open Array® se obtuvieron los
valores de nimero de copias mostrados en la Tabla 6.8, en la cual se observa que
para las tres concentraciones evaluadas se obtuvieron valores en nimero de copias

cercanos a los esperados tanto para la secuencia endégena como para la GM.

Tabla 6.8. NUmero de copias promedio por reaccion en la cuantificacion de mezclas de
harina de algodén GM por dPCR.

Conc. de

: DNA por | #copias | # copias IC IC

Mezcla| Secuencia subarreglo |esperadas |obtenidas |inferior |superior

(ng)
10 % MON88913-8 1 0.29 0.18 0.47
acp-1 0.1 0.29 0.18 0.48
MON88913-8 10 0.29 0.18 0.48
)

1% acp-1 0.1 029 0.25 0.15 0.42
0.1 % MON88913-8 100 0.38 0.25 0.59
-0 acp-1 0.1 0.28 0.16 | 0.44

En las Figuras 6.11 a 6.16 se muestran los mapas y curvas de amplificacion
obtenidos de los ensayos de cuantificacion de las secuencias endogena y del EE
MON88913-8 de las mezclas de harina de algodon GM al 10 % (Figura 6.11y 6.12),
1 % (Figura 6.13 y 6.14) y 0.1 % (Figura 6.15 y 6.16), en la cual el nUmero de
amplificaciones positivas de la secuencia del EE respecto a la endégena mostro un
comportamiento esperado debido a que se obtuvo un mayor numero de
amplificaciones positivas para la secuencia endégena en comparacion con la
secuencias GM. Sin embargo, para las mezclas 1 % y 0.1 % la diferencia entre el
namero de amplificaciones positivas obtenidas para ambas secuencias
cuantificadas no varid, y en algunos ensayos se observo un aumento evidente del
numero de pozos positivos para la secuencia del EE, lo cual no corresponde con lo
esperado al considerar que esta secuencia debe encontrarse en una relacion menor
respecto a la endégena. Sin embargo, aunque como se observara en la Tabla 6.7,
este comportamiento no interfirid con los resultados de la cuantificacién de estas

mezclas.
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Figura 6.11. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.12. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia MON88913-8 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en la
la mezcla de harina de algodén GM al 10 % por dPCR. mezcla de harina de algodén GM al 10 % por dPCR.
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Figura 6.13. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.14. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia MON88913-8 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en la
la mezcla de harina de algodén GM al 1 % por dPCR. mezcla de harina de algodén GM al 1 % por dPCR.
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Figura 6.15. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.16. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia MON88913-8 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en la
la mezcla de harina de algodén GM al 0.1 % por dPCR. mezcla de harina de algodén GM al 0.1 % por dPCR.
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Una vez obtenidos los resultados en nimero de copias para cada ensayo se

procedio a realizar el calculo en porcentaje de material GM en las mezclas. Los

resultados producto de la cuantificacion con dPCR para cada una de las mezclas

de harina de algodon cuantificadas, se plasman en la Tabla 6.9.

Tabla 6.9. Concentracion en porcentaje de las copias en las mezclas de harina de

algodon GM.
Conc.
Mezcla = :

Valor esperado oDetermlnadg SD | RSDr

(% copialcopia) | (7® CoPi/copia)

+U expandida

10 9.79 +0.18 0.18 | 0.93
1 1.20 £ 0.06 0.06 | 2.72
0.1 0.14 +£0.01 0.01| 4.71

En la Figura 6.17, se puede ver el valor obtenido con la cuantificacion por dPCR de

la mezcla al 10 % y con la técnica de qPCR, se observa que el valor obtenido con

la técnica de dPCR es mas cercano al esperado, mientras que con la técnica de

gPCR se presentaron subestimaciones y sobreestimaciones

plataformas usadas.

con las dos
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Figura 6.17. Comparacion del valor esperado parala mezcla de harina de algodén GM al
10 %y el valor determinado a partir de su cuantificacion por g°PCR y dPCR.
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En lo que respecta a los parametros de incertidumbre relativa, desviacion estandar
y desviacidn estandar relativa a la repetibilidad se obtuvieron valores mas precisos
en comparacion con los obtenidos por gPCR. Al observar los valores obtenidos en
las Tablas 6.7 y 6.9 por ambas plataformas de qPCR y dPCR, y en |lo que respecta
a incertidumbre relativa con la plataforma LC-480 y la de dPCR se obtuvieron
valores cercanos, tanto en la desviacion estdndar como en la desviacion estandar
relativa a la repetibilidad, determinandose valores menores por dPCR que por
cualquiera de las plataformas de qPCR. Finalmente, en lo que respecta a desviacion
estandar relativa a la repetibilidad, todas las plataformas de las dos diferentes
técnicas entran en el rango aceptado, mismo que no debe ser mayor a un 25 %.

Con relacién a los resultados de cuantificacién de la mezcla GM al 1 %, comparados
en la Figura 6.18, por dPCR se obtuvo un valor cercano al esperado, pero se mostro
una aparente sobrestimacion respecto al obtenido con la plataforma LC-480 de
gPCR. Sin embargo, tanto en la incertidumbre expandida como en la desviacion
estandar con dPCR se presentaron valores menores respecto a cualquiera de las
dos plataformas de gPCR que se emplearon. E incluso aun cuando la diferencia
entre la desviacion estandar relativa a la repetibilidad de ambas plataformas de
gPCR en comparacion con la plataforma Open Array® fue baja, igualmente se

obtuvo un mejor resultado para dPCR.
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Figura 6.18. Comparacion del valor esperado parala mezcla de harina de algodén GM al
1%y el valor determinado a partir de su cuantificacion por g°PCR y dPCR.
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Para la mezcla de harina de algodén GM al 0.1 %, los valores obtenidos y
representados en la Figura 6.19, muestran un valor mas cercano por parte del
ensayo en qPCR respecto al obtenido de la cuantificacion por dPCR, con base en
el valor esperado. La plataforma LC-480 es quien se acerca mas al valor, sin
embargo, los valores de incertidumbre expandida y desviacion estandar para las
plataformas de gPCR resultaron mayores a los obtenidos partir de la cuantificaciéon
por dPCR, mientras que el valor de desviacion estandar relativa a la repetibilidad
obtenido por gPCR y dPCR fue comparable.

Cuantificacion de la mezcla al 0.1 %

0.16
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Figura 6.19. Comparacion del valor esperado parala mezcla de harina de algodén GM al
1%y el valor determinado a partir de su cuantificacion por g°PCR y dPCR.

Los resultados obtenidos por dPCR para la mezcla de algodon GM al 0.1 %
DNA/DNA, mostrados en la Tabla 6.5 del apartado 6.2, muestran que el valor de
cuantificacion determinado es comparable con el determinado para la mezcla del
mismo porcentaje elaborada con harinas en fraccion masa. Sin embargo, la
diferencia en el nimero de amplificaciones esperadas tanto en los mapas como en
las curvas de amplificacion para la secuencia del EE respecto a la endégena resulté
mas cercano a lo esperado para el caso de la mezcla en % DNA/DNA respecto a la

obtenida en fraccién masa.
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Cabe sefalar que los resultados obtenidos por qPCR se obtuvieron a partir de la
curva de calibracion construida con el material que se utilizd6 para generar las
mezclas GM, por lo cual el valor resultante es directamente proporcional al valor del
contenido GM que posee la muestra y en el caso de la cuantificacion con dPCR es
el valor absoluto y de mayor nivel metrolégico, por lo cual no se puede concluir hasta
realizar estudios paralelos, si la concentracion determinada es la final. Para ello es
necesario analizar las muestras en un estudio de tipo interlaboratorio para generar
datos que muestren el contenido real de las mezclas. Hasta el momento se puede
concluir que los valores obtenidos presentan valores con menor variabilidad como
lo muestran los resultados de dPCR en las tres mezclas.

6.4 Cuantificaciéon de plasmidos

Una vez que se evaluaron las mediciones en la plataforma Open Array® con los
MRC, y se comprobd que los resultados obtenidos eran comparables con los
reportados por una entidad de metrologia, se busco realizar la cuantificacion de
plasmidos de tipo circular (no linearizado) y linearizado. Se trata de DNA plasmidico
producido a partir de un convenio entre el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad
y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) y la UNAM, a través del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Quimica, que serviria como MR por contener las
secuencias MON88913-8 y acp-1 en su construccion, a fin de obtener su
concentracion nominal en numero de copias de manera directa para posteriormente
ser utilizados en los ensayos de qPCR.

Para lograr la cuantificacion de éstos plasmidos por la técnica de dPCR fue
necesario estimar su concentracién en copias/uL a partir de la concentracion de
ng/uL reportada en el informe entregado por el Departamento de Bioquimica con el
objeto de obtener las diluciones en nimero de copias de DNA para su posterior
cuantificacion. La formula empleada para realizar la estimacion del nimero de

copias por microlitro fue la siguiente:

e Ecuacion 10

(Concentracion masa de ADN[g/uL])(N,[pb/mol])
(M[g/mol])(Tamaio del plasmido[pb/copias])

numero de copias de ADN [copias/uL] =

o0 0
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donde,

107°
Concentracién masa [g/uL] = (Concentracién del plasmido en [ng/uL)) ( 1 ngg>

Tamaio del plismido [pb/copias]
= (Tamaio del vector [pb/copias]) + (Tamaiio del inserto [pb/copias])
= (3015 pb/copias) + (176 pb/copias) = 3191 [pb/copias]
N4 = Ntmero de Avogadro = 6.022 x 1023 pb/mol
M = 660 g/mol
de éste modo las concentraciones en numero de copias por microlitro esperadas
son:
Plasmido circular = 3.54 x 10! copias/ulL

Plasmido linearizado = 6.49 x 10° copias/uL

El plan de trabajo para la cuantificacion de los plasmidos, se establecié tomando
como referencia un estudio previo realizado para CNRDOGM (Gutiérrez, 2012), en
el cual se cuantificé un plasmido con la misma plataforma. Se evaluaron diferentes
concentraciones de trabajo para determinar con cual de ellas se obtenian resultados
repetibles; se seleccion6 con base en el numero de copias por reaccién y que
entraran dentro del rango especificado por el fabricante que es de 0.6 a 1.6 copias.
En el estudio previo se dedujo que las concentraciones de trabajo de 100
(correspondiente a 0.66 copias por reaccion) y 400 (correspondiente a 2.64 copias
por reaccion) copias habian proporcionado resultados apegados a lo esperado en
comparacion con la de 200 (correspondiente a 1.32 copias por reaccion) copias.
Con base en lo anterior, se decidi6 trabajar con concentraciones de trabajo de 100
y 200 copias, para que el nUmero de copias por reaccion se encontrara dentro del
rango especificado.

Considerando que el material plasmidico recibido, tanto para el plasmido circular
como para el linearizado, fue obtenido en concentraciones muy elevadas para lograr
las concentraciones nominales deseadas, fue necesario diluir ambos materiales tal
como se muestra en los protocolos de dilucién plasmados en el apartado 5.2.8 de

la metodologia.
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Los plasmidos, circular y linearizado, fueron cuantificados para evaluar la respuesta
del equipo, asi como valorar si existen diferencias cada uno de estos pladsmidos.
6.4.1 Determinacion del namero de copias del pldsmido circular con el EE
MON88913-8 y la secuencia enddgena acp-1

Los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion de las secuencias MON88913-
8 y acp-1 presentes en éste plasmido se muestran en la Tabla 6.10, donde se
observa que el nUmero de copias estimadas para ésta cuantificacion, tanto para la
concentracion de trabajo de 100 copias por reaccion como para la de 200 copias

por reaccion, no es comparable con el estimado.

Tabla 6.10. Niamero de copias promedio por reacciéon para la cuantificacion de plasmido
circular por dPCR para las secuencias MON88913-8 y acp-1 en concentraciones de
trabajo de 100 y 200 copias.

Conc. de # copias | # copias IC IC
Plasmido | Secuencia trabajo ; : inferi :
(# de copias) estimadas | obtenidas [inferior| superior
MON88913-8 0.08 0.03 0.19
Cireular acp-1 100 0.66 0.07 | 0.03 | 0.8
MON88913-8 200 132 0.13 0.06 0.26
acp-1 ' 0.11 0.05 0.24

En las Figuras 6.20, 6.21, 6.22 y 6.23 se evidencia la escasa distribucion de las
amplificaciones obtenidas para la cuantificacion de ambas secuencias, MON88913-
8 y acp-1, tanto en los mapas de amplificacion, como en los graficos de las curvas
de amplificacion, correspondientes a cada uno de los ensayos realizados para la
cuantificacion de este plasmido para las dos concentraciones de trabajo de 100 y

200 copias.
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Figura 6.20. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.21. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia MON88913-8 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en el
el plasmido circular a una concentracion nominal de 100 copias por plasmido circular a una concentracién nominal de 100 copias por
dPCR. dPCR.
LN ]
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Figura 6.22. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.23. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia MON88913-8 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en el
el plasmido circular a una concentracion nominal de 200 copias por plasmido circular a una concentracién nominal de 200 copias por
dPCR. dPCR.
LN ]
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Lo anterior, permitié determinar que la cuantificacion de éste plasmido en su forma
circular no proporciona resultados confiables. Esto concuerda con lo obtenido en un
estudio realizado con material plasmidico en una publicacién anterior (Burns, 2010),
donde se sugiere que al trabajar con éste material por dPCR se aumenta la
eficiencia de la amplificacidn tras realizar una digestion (linealizacion) del plasmido,
y a pesar de que se emplearon plataformas de dPCR distintas, nos permite
establecer que al trabajar cuantificaciones en dPCR es necesaria una digestidon
previa del plasmido para obtener resultados confiables y precisos.

6.4.2 Determinacion del numero de copias del plasmido linerizado con el EE
MON88913-8 y la secuencia enddgena acp-1

Se realiz6 la cuantificacion del plasmido linearizado por dPCR, con la plataforma
Open Array®, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.11, en donde se
puede observar que el nimero de copias determinadas por reaccidn resulto ser muy
cercano al numero de copias estimadas, en las dos concentraciones de trabajo
evaluadas, de 100 y 200 copias, tanto para la secuencia del EE MON88913-8 como
para la enddgena acp-1. El nUmero de copias obtenidas para ambas secuencias
cuantificadas con la concentraciéon de trabajo de 100 copias permitié obtener valores
similares entre si, en comparacion con los obtenidos con la concentracion de trabajo
de 200 copias, donde los valores para las mismas secuencias mostraron mayor

dispersion.

Tabla 6.11. Determinacion del nimero de copias del plasmido linearizado por dPCR.

Conc. de # copias | #copias IC IC
Plasmido | Secuencia Trabajo ; : , , ,
(# de copias) estimadas | obtenidas | inferior |superior
MON88913-8 0.48 0.32 0.71
Linearizado acp-1 100 0.66 0.47 0.31 0.71
MON88913-8 200 1.32 1.00 0.72 1.41
acp-1 ' 1.17 0.84 1.64

Los mapas y curvas de amplificacion obtenidos para cada uno de los ensayos
llevados a cabo para la cuantificacion de la secuencias MON88913-8 y acp-1, con
las dos concentraciones de trabajo evaluadas, se muestran en las Figuras 6.24,

6.25, 6.26 y 6.27, en las cuales se observo una captura de la imagen alterada en
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los mapas y curvas de amplificacidén, especificamente en las Figuras 6.24 B, 6.26
D, 6.27 Cy 6.27 D. Sin embargo, aun cuando se presenten fallas en la captura de
los mapas y curvas de amplificacion, esto no se reflejo en los datos y resultados
obtenidos de la cuantificacién plasmados en las Tablas 6.10 y 6.11, debido a que
fue posible una concentracion nominal real del pldsmido y con un intervalo de
confianza o variabilidad menor.

En la Tabla 6.12, se plasman los resultados que se consiguieron para cada una de
las secuencias cuantificadas con las dos diferentes concentraciones nominales

evaluadas.

Tabla 6.12. Concentraciones determinadas para el plasmido linearizado a partir de su
cuantificacién por dPCR.

Conc. de Conc. nominal
Secuencia trabéjo Conc. estimada obtenida
(# de copias) (# copias/pL) (# copias/pL)
+U expandida
MON88913-8 100 1.23E+10 + 2.51E+08
acp-1 6.49E410 1.22E+10 + 9.91E+08
MON88913-8 200 ' 1.19E+10 + 1.38E+09
acp-1 1.40E+10 = 1.20E+09

Como se observa en la Tabla 6.12 las concentraciones obtenidas a partir de la
solucion de trabajo estimada de 100 copias para las secuencias MON88913-8 y
acp-1, son mas cercanas, en comparacion con la concentracion de trabajo de 200
copias.

Ademas se observa mayor uniformidad en las concentraciones obtenidas para
ambas secuencias con la concentracién de trabajo de 100 copias. En la Figura 6.28
se muestra que al comparar las incertidumbres de los valores obtenidos con las dos
concentraciones de trabajo evaluadas, los valores de incertidumbre para la
cuantificacion con una concentracion de 100 copias son comparables de manera
satisfactoria. En contraste, los valores de incertidumbre derivados de la
cuantificacion con una concentracion de trabajo de 200 copias muestran una mayor
diferencia, ya que tienen un mayor valor, lo que indica una menor precision en la

medicion.
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Figura 6.24. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.25. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia MON88913-8 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en el
el plasmido linearizado a una concentracion nominal de 100 copias por plasmido linearizado a una concentracion nominal de 100 copias por

dPCR. dPCR.
LN ]
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Figura 6.26. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos Figura 6.27. Curvas y mapa de amplificacion de los cuatro ensayos
realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia MON88913-8 en realizados (A-D) para la cuantificacion de la secuencia acp-1 en el
el plasmido linearizado a una concentracion nominal de 200 copias por plasmido linearizado a una concentracion nominal de 200 copias por

dPCR. dPCR.
LN ]
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Cuantificacion de plasmido linearizado en #
copias
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Figura 6.28. Comparativo de concentraciones e incertidumbres asociadas a la
cuantificacién del pladsmido linearizado por dPCR.

Una vez que se determind que los resultados derivados de la solucion de trabajo de
100 copias del plasmido linearizado resultaron ser mas homogéneos y presentaron
una menor incertidumbre asociada, es decir, mayor precision, se busco obtener un
promedio de los valores de concentracion nominal alcanzados para ambas
secuencias. Sin embargo, un analisis de amplificacion para ambas secuencias del
plasmido por gPCR para conocer si la relacion entre MON88913-8 y acp-1 era 1:1
en la construccion del mismo revelo que la relacion de ambas secuencias en la
construccion del plasmido no mostraba un comportamiento de amplificacion 1:1, ya
gue como se observa en la Figura 6.29, las curvas para ambas secuencias se
encuentran en ciclos distintos, aun cuando se adiciono la misma concentracion de
DNA en ambos ensayos: las curvas para acp-1 amplificaron en el ciclo 22 y las de
MON88913-8 en el ciclo 24 aproximadamente, lo que indicd que la eficiencia de
amplificacion entre ellas no es igual para esta construccion, pues tienen una
diferencia de dos ciclos de amplificacién, aproximadamente. Debido a esto, no fue
posible establecer un promedio de los valores obtenidos de la cuantificacion de
ambas secuencias. Lo anterior se puede deber a la diferencia en la eficiencia de la

amplificacion debido a que esta se ve influenciada directamente por el disefio de las
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sondas y cebadores. En este caso se hace evidente que el disefio para la
amplificacion de la secuencia endégena y GM produce la diferencia en el Ct.

Por lo anterior, se concluy6 que la asignacién de nimero de copias debe calcularse
en funcién de la secuencia de referencia, es decir, si es la enddégena o la del EE.

o Curvas de amplificacién para acp-1y MON 88913-8

E o 0108083
o A

" |MON 88913-8

0.01 1

0.001
2

Figura 6.29. Curvas de amplificacién obtenidas para el andlisis de amplificacién por
gPCR de las secuencias MON88913-8 y acp-1 del plasmido linearizado.

6.5 Cuantificacion de las copias en las mezclas de harina de algodén GM por
gPCR empleando un plasmido como calibrante

Una vez determinada la concentracion nominal en numero de copias de los
plasmidos se buscé evaluar su desempefio como calibrante a través de su uso en
la técnica de gPCR. Se tomaron como referencia las mezclas de harina de algodén
GM que se habian cuantificado por gPCR (haciendo uso de otro calibrante) y por
dPCR.

Para cuantificar las mezclas se elabor6é una curva de calibracién para cada
secuencia (acp-1 y MONB88913-8), a partir del plasmido linearizado, cuya
construccion incluye ambas secuencias. Inicialmente, se empleé la concentraciéon
estimada en nimero de copias del plasmido a partir de la concentracion reportada

en el informe proporcionado por la UNAM, sin embargo, una vez que se determino
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por dPCR la concentracion en nimero de copias para cada una de las secuencias
del calibrante, se hizo uso de dicha concentracion para obtener el porcentaje de GM
de las mezclas.

En la Figura 6.30 se muestran las amplificaciones de cada punto de la curva de
calibracién para la secuencia enddgena acp-1, y en la Figura 6.31 su respectiva
curva estandar, en donde es posible observar que las curvas que corresponden a
una soluciéon con un mayor nimero de copias aparecen en ciclos mas tempranos
en comparacion con los que tiene una concentracion menor. Lo mismo se puede
observar en las amplificaciones de la curva de calibracion de la secuencia
MON88913-8, mostrada en la Figura 6.32 y en su curva de calibracién en la Figura
6.33.

Curvas de amplificacion para la secuencia acp-1

10

c
5 01 Py
LO47633 /
0.01 / /
We' \100000‘10000 1000 w 100 |
AR . \copaasmopnas,' copws copias|
! Aod ) 1 \
0.001 AR .
< 4 a a 0 2 ] 1% 1 P2l = o P 2 0 144 M LN n a
Cycle

Figura 6.30. Curvas de amplificacién de la secuencia acp-1 parala construccion de la
curva estandar, a cuatro puntos, del plasmido linearizado.
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Curva estandar para la secuencia acp-1

Cr

100000
copias

21 4 . ] e, 3 X = 3 3 4
1 2345 W 2D w20 ¥000 10000 100000 ¥000x
Quantity

Figura 6.31. Curva estandar de la secuencia acp-1, a cuatro puntos, para emplear el
plasmido linearizado como calibrante en la cuantificacion de mezclas de algodén GM

por gPCR.
Curvas de amplificacion para la secuencia MMON 88913-8
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Figura 6.32. Curvas de amplificacién de la secuencia MON88913-8 para la construccién
de la curva estandar, a cuatro puntos, del plasmido linearizado.
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Figura 6.33. Curva estandar de la secuencia MON88913-8, a cuatro puntos, para emplear
el plasmido linearizado como calibrante en la cuantificacién de mezclas de algodén GM

por gPCR.

En la Tabla 6.13 se muestran los resultados obtenidos para ambas secuencias de

los parametros evaluados en la curva de calibracion. Con base en los criterios de

aceptacion establecidos por la Unién Europea en materia de analisis de OGM por

gPCR (EUR 24790 EN-2011), se puede observar que las curvas obtenidas para

ambas secuencias cumplen con el rango de aceptacion.

Tabla 6.13. Resultados estadisticos del ensayo de gPCR.

Parametro de

Valores determinados

acentacion Requerimiento Secuencia
P acp-1 | MONB88913-8
Pendiente -3.1a-3.6 3.368 - 3.447
R? >0.98 0.999 0.999
S 98.09
% Eficiencia 90a 110 % 7 95.036
Error - 0.032 0.023
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Una vez aceptado el ensayo de cuantificacién se procedio a calcular el valor de las
mezclas GM, para las cuales se obtuvieron los resultados que se plasman en la
Tabla 6.14, en donde ademas se muestran los resultados obtenidos por la técnica
de dPCR a fin de comparar lo obtenido por ambos estudios.

Tabla 6.14. Comparacién de los resultados obtenidos en la cuantificacion de mezclas de
algoddon GM por qPCR y dPCR.

Mezcla gPCR dPCR
% GM % GM

10 % 7.68 9.79
1% 0.69 1.20
0.1% 0.08 0.14

Después de verificar los resultados obtenidos con los que se lograron por dPCR y
en las cuantificaciones efectuadas por gPCR haciendo uso de otro calibrante con la
plataforma ViiA® 7 de Life Technologies®, se observa que con el uso del plasmido
como calibrante, la cuantificacion arroja valores subestimados para todas las
mezclas. Como se ve en las Figuras 6.34, 6.35 y 6.36, en donde se muestran
graficos comparativos entre los valores obtenidos para la cuantificacion de éstas
mezclas bajo distintos protocolos, los valores obtenidos por este estudio se

encuentran considerablemente alejados de los demas.

Cuantificacion de la mezcla al 10 % bajo
distintos protocolos

10.6 -
10
9.4 -
8.8
8.2
7.6

€ 1048

1
¢
S

¢ 979
® o3

Conc. % copia/copia

¢ 768

gPCR dPCR gPCR gPCR

Esperado c/plasmido Viia-7 LC-480

Figura 6.34. Comparativo de los valores obtenidos para la cuantificacion de mezclas de
harina de algodén GM al 10 % en distintos protocolos.
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Cuantificacion de la mezcla al 1 % bajo
distintos protocolos
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Figura 6.35. Gréfico comparativo de los valores obtenidos para la cuantificacion de
mezclas de harina de algodén GM al 1 % en distintos protocolos.

Cuantificacion de la mezcla al 0.1% bajo
distintos protocolos
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Figura 6.36. Grafico comparativo de los valores obtenidos para la cuantificaciéon de
mezclas de harina de algodén GM al 0.1 % en distintos protocolos.

Sin embargo, aun cuando los resultados obtenidos para las tres mezclas por g°PCR
haciendo uso del plasmido linearizado como calibrante en comparacion con los de
dPCR se mostraron alejados, al ser comparados con los obtenidos Unicamente por
la técnica de gPCR empleando distintos calibrantes, con el plasmido y con un MR,
se pueden observar valores comparables con la plataforma de LC-480, y muy
cercanos a los obtenidos con la plataforma ViiA® 7 haciendo uso de un MR como

calibrante.
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7. Logros del trabajo

Se implement6 la técnica de dPCR para la cuantificacion de secuencias
especificas en material de algodon GM y plasmidos, linearizado y circular.

Se cuantificaron MRC de manera directa con la técnica de dPCR, obteniendo
valores comparables con los reportados en sus certificados.

Se determiné el LC de la plataforma de dPCR Open Array®.

Los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion de mezclas de algodén
GM por dPCR mostraron ser comparables con los obtenidos previamente por
gPCR, destacando que mediante la técnica de dPCR no es necesaria la
presencia de un calibrante, permitiendo asi, una cuantificacién directa del
material a cuantificar.

Se obtuvo la cuantificacion de un plasmido linearizado en nimero de copias.

Se evalué el potencial del plasmido linearizado cuantificado como calibrante
para el EE MON88913-8 y la secuencia enddégena de algodén acp-1, en
cuantificaciones con la técnica gPCR.

8. Conclusiones
Los resultados obtenidos demuestran que la técnica de dPCR permite
realizar cuantificaciones de material GM en ausencia de un calibrante,

ademas de obtenerse mediciones con una menor incertidumbre asociada.

9. Perspectivas

Considerando los fines del CNRDOGM para hacer de ésta una técnica una
herramienta habitual de analisis, resultard conveniente evaluar su eficiencia en las
demas especies con las que se desee trabajar, asi como verificar si resulta
necesario adecuar la metodologia para alguna de ellas.

Ademas, sera necesario realizar un mayor numero de ensayos con distintos
analistas para hacer posible su validacion en el futuro, de acuerdo con las
necesidades del CNRDOGM.
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Certificado del Material de Referencia Certificado AOCS-0906-D

Mail Address:
) AOCS, P.O. Box 17190, Urbana, IL 61803-7190 USA
Street Address:
AQCS, 2710 S. Boulder Drive, Urbana, IL 61802-6996 USA
Phone: +1 217-359-2344; Fax: +1 217-351-8091
Your Global Fats and Oils Connection Email: general@aocs.org; Web: wiww.aocs.org

Certificate of Analysis
AOCS Cerlified Reference Material
Product Number: 0906-D
Description: cotton powder

Mass Fraction
OECD Unique Zygosity Certified Value* Certification Methodology
Identifier for g/kg
Event
MONB88913 Homozygous > 994.0 Immunoassy Testkit and
event-specific real-time PCR

*Uncertainty Statement: 95 % confident that the true content of MON88913 in this cotton

This is the first batch of MON88913 Certified Reference Material prepared by AOCS for
Monsanto Company.

This certificate is valid through: 2013 July 31
This validity may be extended when further evidence of stability becomes available.
Customers will be notified by AOCS if a stability issue arises at AOCS Headquarters.
Date infroduced: February 2012
Revised: June 2012

AOCS Reference Materials Manager AOCS Technical Director
=esealbe. Rngppren R
G. M. Clapper R. C. Cantrill
Urbana, IL 61802 Urbana, IL 61802

AOQCS Mission Statement: To be a global forum to promote the exchange of ideas,
information and experience, to enhance personal excellence, and to provide high
standards of quality among those with a professional interest in the science and
technology of fats, oils, surfactants, and related materials.

This material is for limited purposes only: see “Terms and Conditions”.

Certificate of Analysis for 0906-D
Page 1 of 4
AOCS, 2012
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is above the certified value. The certified value is traceable to the SI. i

Product Description

AOCS 0906-D has been prepared by AOCS from cotton powder. AOCS
0906-D is available in 27 -mL glass headspace vials containing
approximately 10 g of cotton powder. Users are informed that this
reference material has been produced from powder of MON88913 cotton
(Line ST 4664 RF) delivered by Monsanto Company. The MON88913 cotton
seeds used in the preparation of AOCS 0906-D were Homozygous for the
MONB88913 event.

Certification Analytical Method

Eurofins-GeneScan, Metairie, LA (an ISO 17025 Accredited laboratory)
performed event-specific reaktime PCR and AOCS performed the
Immunoassy Testkit to validate the certification value of AOCS 0906-D.
Intended Use

Thi§ CRM,‘AOCS 0906-D, is intended for use as quality control material or a
calibrant in methods for the detection of biotechnology-derived events.

Instructions for Use

Upon receipt the product should be stored in a sealed container at +4° C
in the dark.

Product opening date: (completed by
customer)

Recommended test portion for DNA extraction: minimum of 1 a

Protocols have been followed to insure that the certified value represents
the true value. AOCS cannot be held responsible for changes that
happen during storage of the product at the buyer's location.

Note:
The AOCS 0906-D Certification Report is available online though a paper

copy will be supplied upon request. https://secure.aocs.org/crm.

Cerfificate of Analysis for 0906-D
Page 2 of 4
© AOCS, 2012




ANEXO I

Certificado del Material de Referencia Certificado ERM-BF422d

1’1’m

Imwu‘o'

European Reference Materials
‘Moterials and memmn

CERTIFICATE OF ANALYSIS
ERM®- BF422d

DRIED COTTON SEED POWDER

Mass Fraction
Certified value Uncertainty ?
[g/kg] [g/kg]
281-24-236 x 3006-210-23 100 16
cotton seed

1) The certified value is based on the mass fraction of dried non-genetically modified powder and dried
genetically modified powder mixed and calculated on the basis of their respective 281-24-236 x 3006-210-
23 purity and the water content. The certified value is traceable to the SI.

2) The certified inty p the i in with the Guide to

inty
the Expression of Uncertainty in Measurement (GUM) with a coverage factor k = 2, corresponding to a
level of confidence of about 95 %.

This certificate is valid for 12 months after purchase.
Sales date
The minimum amount of sample to be used is 100 mg.

NOTE

European Reference Material ERM®-BF422d was produced and certified under the responsibility of the IRMM
according to the principles laid down in the technical guidelines of the European Reference Materials® co-
operation agreement between BAM-IRMM-LGC. ion on these gui is avail on the internet
(http://www.erm-crm.org).

7 )

Accepted as an ERM®, Geel, December 2006 %
Signed:

Prof. Dr. Hendrik Emons
Unit for Reference Materials
EC-JRC-IRMM

Retieseweg 111

2440 Geel, Belgium

Al followir jes are an integral part of the certificate.
Registration No. 268-TEST el o
I1SO Guide 34 for the Page 10f 2

DESCRIPTION OF THE SAMPLE

ERM-BF422d is part of a set of four cotton seed powder CRMs containing different mass fractions of
genetically modified (GM) 281-24-236 x 3006-210-23 cotton seed. The set of CRMs (ERM-BF422a, ERM-
BF422b, ERM- BF4225 and ERM-BF422d) was produced and cemf ied under the responsibility of the Institute
for and M of the Iol s Di | Joint
Research Centre (EC-DG JRC-IRMM). ERM-BF422d is available in glass bottles containing approximately 1
g of cotton seed powder closed under argon atmosphere. This reference material has been produced from
whole seeds of non modnfed cotton and 281-24 236 x 3006-210-23 cotton by Dow Ag

LLC ( is, IN, USA). A g to ion (EC) No 65/2004 the cotton event 281-24-
236 x 3006-210-; 23 received the umque ndentrFerDAS 24236-5 x DAS-21@23-5.

ANALYTICAL METHOD USED FOR CERTIFICATION
Gravimetrical preparation confirmed by real-time Polymerase Chain Reaction (rt-PCR).

PARTICIPANT
EC-DG JRC-IRMM, Geel, BE

SAFETY INFORMATION
This CRM is intended for laboratory use only and should not be used for drugs, household and other uses.
As the powder material is not viable, accidental release into the environment forms no risk.

INSTRUCTIONS FOR USE

CRM ERM-BF422d is intended to be used for the quality control or calibration of methods for the
quantification of the 281-24-236 x 3006-210-23 cotton mass fraction in food and feed.

During certification a significant difference concerning the DNA mass preci ing in ethanol the
non-GM and GM maize powder has been observed. Using DNA-based quan!iﬁcalion techniques like t-PCR
may therefore lead to 60 % higher values for the quantity of DNA extracted from 281-24-236 x 3006-210-23
cotton compared to the quantity of DNA extracted from the non-GMO cotton. Consequently the GM DNA
fraction determined in relative haploid genome copy numbers may lead to up to 60 % higher values in
comparison to the real mass fraction.

STORAGE

Bottles should be stored dry and in the dark at maximum 4 °C.

However, the European Commlssmn cannot be held responsible for changes that happen during storage of
the material at the 'S pi 3 ially of opened

LEGAL NOTICE
Neither IRMM, its contractors nor any person acting on their behalf:

(a) make any warranty or representation, express or implied, that the use of any information, material, apparatus,
method or process disclosed in this document does not infringe any privately owned intellectual property rights;
or

(b) assume any liability with respect to, or for damages resulting from, the use of any information, material,

apparatus, method or process disclosed in this document save for loss or damage arising solely and directly
from the negligence of IRMM.

NOTE
A detailed technical report is available on www.erm-crm.org. A paper copy can be obtained from IRMM on
request,

European Commission — Joint Research Centre
Institute for Materials and (IRMM)
Retieseweg 111, B - 2440 Geel (Belgium)
Telephone: +32-(0)14-571.722 - Telefax: +32-(0)14-590.406

Page20f2




ANEXO Il

Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion del MRC AOCS-0906-D

©
S iy Average Lower Upper .
S 2 ; ! . Total Total Total Confidence
% ) Subarreglo Clgples_ per Confidence Confidence Replicates | Negatives | Omitted Interval Range
i O eaction Interval Interval
]
NTC NaN NaN NaN 238 238 18 NaN - NaN
Al 0.1728 0.0929 0.3215 63 53 1 0.0929 - 0.3215
A2 0.2113 0.1199 0.3725 63 51 1 0.1199 - 0.3725
A3 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
A4 0.4296 0.2819 0.6545 63 41 1 0.2819 - 0.6545
A5 0.2311 0.134 0.3985 63 50 1 0.1340 - 0.3985
A6 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
A7 0.2719 0.1637 0.4518 63 48 1 0.1637 - 0.4518
A8 0.3589 0.2284 0.5641 63 44 1 0.2284 - 0.5641
A9 0.2938 0.1737 0.4969 55 41 9 0.1737 - 0.4969
Al0 0.2311 0.134 0.3985 63 50 1 0.1340 - 0.3985
All 0.481 0.3123 0.7407 55 34 9 0.3123 - 0.7407
PROMEDIO 0.30 0.19 0.50
cp en 5000nL 46.04 28.33 75.07
cp en 100ng 46038.57 28326.45 75070.25
B1 0.3429 0.2156 0.5456 62 44 2 0.2156 - 0.5456
B2 0.3365 0.2115 0.5352 63 45 1 0.2115 - 0.5352
B3 0.293 0.1792 0.4791 63 a7 1 0.1792 - 0.4791
B4 0.293 0.1792 0.4791 63 a7 1 0.1792 - 0.4791
B5 0.3589 0.2284 0.5641 63 44 1 0.2284 - 0.5641
B6 0.293 0.1792 0.4791 63 a7 1 0.1792 - 0.4791
B7 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
B8 0.4543 0.3008 0.686 63 40 1 0.3008 - 0.6860
B9 0.293 0.1792 0.4791 63 a7 1 0.1792 - 0.4791
B10 0.3429 0.2156 0.5456 62 44 2 0.2156 - 0.5456
B11 0.3365 0.2115 0.5352 63 45 1 0.2115 - 0.5352
it PROMEDIO 0.32 0.20 0.52
b cp en 5000nL 48.66 30.37 78.08
2 3 cp en 100ng 48658.40 30366.39 78084.02
% C1 0.1728 0.0929 0.3215 63 53 1 0.0929 - 0.3215
s Cc2 0.4055 0.2636 0.6237 63 42 1 0.2636 - 0.6237
C3 0.2719 0.1637 0.4518 63 48 1 0.1637 - 0.4518
Cc4 0.2353 0.1365 0.4058 62 49 2 0.1365 - 0.4058
C5 0.3254 0.1957 0.541 54 39 10 0.1957 - 0.5410
C6 0.2311 0.134 0.3985 63 50 1 0.1340 - 0.3985
Cc7 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
Cc8 0.4055 0.2636 0.6237 63 42 1 0.2636 - 0.6237
C9 0.2513 0.1486 0.4249 63 49 1 0.1486 - 0.4249
C10 0.3542 0.2196 0.5711 57 40 7 0.2196 - 0.5711
Ci11 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
PROMEDIO 0.29 0.18 0.48
cp en 5000nL 44.25 27.00 72.75
cp en 100ng 44253.44 26998.62 72747.93
D1 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
D2 0.3589 0.2284 0.5641 63 44 1 0.2284 - 0.5641
D3 0.2151 0.122 0.3792 62 50 2 0.1220 - 0.3792
D4 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
D5 0.2719 0.1637 0.4518 63 48 1 0.1637 - 0.4518
D6 0.3145 0.1951 0.5069 63 46 1 0.1951 - 0.5069
D7 0.2559 0.1514 0.4328 62 48 2 0.1514 - 0.4328
D8 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
D9 0.5322 0.3607 0.7852 63 37 1 0.3607 - 0.7852
D10 0.3819 0.2458 0.5936 63 43 1 0.2458 - 0.5936
D11 0.4055 0.2636 0.6237 63 42 1 0.2636 - 0.6237
PROMEDIO 0.31 0.20 0.50
cp en 5000nL 47.45 29.61 76.39
cp en 100ng 47454.55 29611.57 76387.05
o NTC NaN NaN NaN 256 256 0 NaN - NaN
g 3 Al 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
© A2 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117




v

A3 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
A4 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
A5 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
A6 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
A7 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
A8 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
A9 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
A10 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
All 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
PROMEDIO 0.33 0.21 0.53
cp en 5000nL 50.65 31.98 80.33
cp en 100ng 50650.14 31982.09 80327.82
Al 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
A2 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
A3 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
A4 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
A5 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
A6 0.6035 0.4171 0.8733 64 35 0 0.4171-0.8733
A7 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
A8 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
A9 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
A10 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
All 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
PROMEDIO 0.34 0.22 0.54
cp en 5000nL 52.08 33.20 82.05
o cp en 100ng 52075.76 33202.48 82049.59
™~ D1 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
D2 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
D3 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
D4 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
D5 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
D6 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139 - 0.7038
D7 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
D8 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
D9 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
D10 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
D11 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
PROMEDIO 0.32 0.20 0.50
cp en 5000nL 47.73 29.95 76.45
cp en 100ng 47728.65 29946.28 76450.41
=X 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
B2 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
B3 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
B4 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
B5 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
B6 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
< B7 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
™~ B8 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
B9 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
B10 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
B11l 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
PROMEDIO 0.32 0.20 0.51
cp en 5000nL 47.83 29.85 76.72
cp en 100ng 47834.71 29853.99 76724.52
ANEXO IV
Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion del MRC ERM-BF422d
o ©
% 2 Sub | CAv_erage c L?\éver c Ufpger Total Total Total Confidence
3 I} ubarreglo sples_ per ontidence ontidence Replicates | Negatives | Omitted Interval Range
2 o eaction Interval Interval
0
by NTC NaN NaN NaN 128 128 0 NaN - NaN
3 | o C1 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
% o~ c2 0.1919 0.1062 0.3468 63 52 1 0.1062 - 0.3468
= C3 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
o0 0




Y

C4 0.1728 0.0929 0.3215 63 53 1 0.0929 - 0.3215
C5 0.1457 0.0728 0.2915 59 51 5 0.0728 - 0.2915
C6 0.2311 0.134 0.3985 63 50 1 0.1340 - 0.3985
Cc7 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
C8 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
Cc9 0.2311 0.134 0.3985 63 50 1 0.1340 - 0.3985
C10 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
Ci1 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
PROMEDIO 0.22 0.13 0.39
cp en 5000nL 33.84 19.55 58.73
cp en 100ng 3384.02 1954.68 5873.42
D1 0.2353 0.1365 0.4058 62 49 2 0.1365 - 0.4058
D2 0.1919 0.1062 0.3468 63 52 1 0.1062 - 0.3468
D3 0.2559 0.1514 0.4328 62 48 2 0.1514 - 0.4328
D4 0.3589 0.2284 0.5641 63 44 1 0.2284 - 0.5641
D5 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
D6 0.1001 0.0449 0.2228 63 57 1 0.0449 - 0.2228
D7 0.3145 0.1951 0.5069 63 46 1 0.1951 - 0.5069
D8 0.2231 0.1266 0.3934 60 48 4 0.1266 - 0.3934
D9 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
D10 0.1728 0.0929 0.3215 63 53 1 0.0929 - 0.3215
D11 0.2113 0.1199 0.3725 63 51 1 0.1199 - 0.3725
PROMEDIO 0.23 0.13 0.39
cp en 5000nL 34.15 19.81 59.21
cp en 100ng 3415.29 1980.72 5921.35
C1 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
Cc2 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
C3 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
Cc4 0.3087 0.1916 0.4976 64 a7 0 0.1916 - 0.4976
C5 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
C6 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
Cc7 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C8 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C9 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C10 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
Ci1 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
PROMEDIO 0.21 0.12 0.37
cp en 5000nL 32.46 18.77 56.61
o cp en 100ng 3246.14 1876.72 5660.74
© D1 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D2 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D3 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
D4 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
D5 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D6 0.3087 0.1916 0.4976 64 a7 0 0.1916 - 0.4976
D7 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
D8 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D9 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
D10 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
D11 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
PROMEDIO 0.27 0.16 0.44
cp en 5000nL 40.54 24.60 67.17
cp en 100ng 4053.86 2459.78 6717.36
NTC NaN NaN NaN 128 128 0 NaN - NaN
Al 0.4834 0.32 0.7304 60 37 4 0.3200 - 0.7304
A2 0.3497 0.2198 0.5563 61 43 3 0.2198 - 0.5563
A3 0.277 0.1667 0.4602 62 47 2 0.1667 - 0.4602
A4 0.4055 0.2547 0.6456 54 36 10 0.2547 - 0.6456
A5 0.3868 0.2397 0.624 53 36 11 0.2397 - 0.6240
A6 0.2113 0.1199 0.3725 63 51 1 0.1199 - 0.3725
g_' o A7 0.2763 0.1633 0.4672 58 44 6 0.1633 - 0.4672
8 ™~ A8 0.4296 0.2819 0.6545 63 41 1 0.2819 - 0.6545
A9 0.2513 0.1486 0.4249 63 49 1 0.1486 - 0.4249
A10 0.277 0.1667 0.4602 62 47 2 0.1667 - 0.4602
All 0.2113 0.1199 0.3725 63 51 1 0.1199 - 0.3725
PROMEDIO 0.28 0.20 0.52
cp en 5000nL 42.44 30.32 79.45
cp en 100ng 42437.50 30319.56 79453.17
B1 0.3567 0.2242 0.5675 60 42 4 0.2242 - 0.5675
LN ]




B2 0.2513 0.1486 0.4249 63 49 1 0.1486 - 0.4249
B3 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
B4 0.293 0.1792 0.4791 63 47 1 0.1792 - 0.4791
B5 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
B6 0.1728 0.0929 0.3215 63 53 1 0.0929 - 0.3215
B7 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
B8 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
B9 0.3589 0.2284 0.5641 63 44 1 0.2284 - 0.5641
B10 0.2719 0.1637 0.4518 63 48 1 0.1637 - 0.4518
B11 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
PROMEDIO 0.27 0.16 0.44
cp en 5000nL 40.36 24.32 67.23
cp en 100ng 40360.88 24318.18 67230.03
Al 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
A2 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
A3 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
A4 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
A5 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
A6 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
A7 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
A8 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
A9 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
A10 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
All 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
PROMEDIO 0.29 0.18 0.48
cp en 5000nL 44.41 27.38 72.24
o cp en 100ng 44410.47 27384.30 72242.42
© B1 0.3087 0.1916 0.4976 64 a7 0 0.1916 - 0.4976
B2 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
B3 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
B4 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
B5 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
B6 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
B7 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
B8 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
B9 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
B10 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
B11 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
PROMEDIO 0.26 0.16 0.44
cp en 5000nL 39.67 23.88 66.11
cp en 100ng 39673.55 23878.79 66114.33
ANEXO V

Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion de la mezcla DNA/DNA 0.1 %

Vi

o
S ©
§ 2 Average Lower Upper Total Total Total Confidence
s = Subarreglo Copies per Confidence Confidence Replicates | Negatives = Omitted Interval Range
g 8 Reaction Interval Interval P 9 9
n
NTC 0 NaN NaN 256 256 0 NaN - NaN
Al 0.2719 0.1637 0.4518 63 48 1 0.1637 - 0.4518
A2 0.2513 0.1486 0.4249 63 49 1 0.1486 - 0.4249
A3 0.1728 0.0929 0.3215 63 53 1 0.0929 - 0.3215
A4 0.3589 0.2284 0.5641 63 44 1 0.2284 - 0.5641
A5 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
2 A6 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
b A7 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
x = A8 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
% A9 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
S Al0 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
All 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
PROMEDIO 0.26 0.16 0.44
cp en 5000nL 39.66 23.84 66.18
cp en 100ng 39.66 23.84 66.18
Bl 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
B2 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
LN ]




Vi

B3 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
B4 0.3819 0.2458 0.5936 63 43 1 0.2458 - 0.5936
B5 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
B6 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
B7 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
B8 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
B9 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
B10 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
B11 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
PROMEDIO 0.27 0.16 0.45
cp en 5000nL 40.71 24.67 67.46
cp en 100ng 40.71 24.67 67.46
C1 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
Cc2 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
C3 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
C4 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
C5 0.293 0.1792 0.4791 63 47 1 0.1792 - 0.4791
C6 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
Cc7 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
Cc8 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C9 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
C10 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
Ci1 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
PROMEDIO 0.25 0.15 0.42
cp en 5000nL 37.68 22.39 63.56
cp en 100ng 37.68 22.39 63.56
D1 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D2 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D3 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
D4 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
D5 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D6 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
D7 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
D8 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
D9 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
D10 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
D11 0.2513 0.1486 0.4249 63 49 1 0.1486 - 0.4249
PROMEDIO 0.23 0.13 0.39
cp en 5000nL 34.68 20.24 59.63
cp en 100ng 34.68 20.24 59.63
NTC NaN NaN NaN 255 255 1 NaN - NaN
Al 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139 - 0.7038
A2 0.4543 0.3008 0.686 63 40 1 0.3008 - 0.6860
A3 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
A4 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
A5 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
A6 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
A7 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
A8 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
A9 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
A10 0.4543 0.3008 0.686 63 40 1 0.3008 - 0.6860
All 0.548 0.374 0.8028 64 37 0 0.3740 - 0.8028
PROMEDIO 0.44 0.29 0.67
- cp en 5000nL 66.71 44.11 100.95
o 5 cp en 100ng 66710.74 44108.82 100946.28
© B1 0.4296 0.2819 0.6545 63 41 1 0.2819 - 0.6545
B2 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
B3 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
B4 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
B5 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
B6 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
B7 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
B8 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
B9 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
B10 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
B11 0.5754 0.3952 0.8376 64 36 0 0.3952 - 0.8376
PROMEDIO 0.41 0.27 0.63
cp en 5000nL 62.60 41.03 95.64
cp en 100ng 62600.55 41031.68 95640.50
LN ]




Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion de la mezcla DNA/DNA 0.01 % para determinar el

C1 0.2657 0.1571 0.4493 60 46 4 0.1571 - 0.4493
Cc2 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
C3 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
C4 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
C5 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
C6 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
Cc7 0.6325 0.4396 0.9101 64 34 0 0.4396 - 0.9101
C8 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139- 0.7038
Cc9 0.5322 0.3607 0.7852 63 37 1 0.3607 - 0.7852
C10 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
Ci1 0.6931 0.4868 0.987 64 32 0 0.4868 - 0.9870

PROMEDIO 0.45 0.30 0.67

cp en 5000nL 67.70 44.92 102.24

cp en 100ng 67696.97 44915.98 102235.54
D1 0.4895 0.3268 0.7333 62 38 2 0.3268 - 0.7333
D2 0.2353 0.1365 0.4058 62 49 2 0.1365 - 0.4058
D3 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
D4 0.5754 0.3952 0.8376 64 36 0 0.3952 - 0.8376
D5 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
D6 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
D7 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
D8 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
D9 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
D10 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
D11 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823

PROMEDIO 0.42 0.28 0.64

cp en 5000nL 63.84 41.94 97.30

cp en 100ng 63836.09 41940.77 97304.41

ANEXO VI

Limite de Deteccién de la plataforma Open Array

VI

©
S ©
§ 2 Sub | CAvgrage c L?\(/jver c U;).ser Total Total Total Confidence
3 5] ubarreglo F(Q)ples. per ontidence ontigence Replicates | Negatives | Omitted Interval Range
] o eaction Interval Interval
n
NTC 0 NaN NaN 256 256 0 NaN - NaN
Al 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
A2 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
A3 0.0323 0.0081 0.129 63 61 1 0.0081 - 0.1290
A4 0.016 0.0023 0.1136 63 62 1 0.0023 - 0.1136
A5 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
A6 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
A7 0 0 0 64 64 0 NaN - NaN
A8 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
A9 0.016 0.0023 0.1136 63 62 1 0.0023 - 0.1136
A10 0 0 0 64 64 0 NaN - NaN
All 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
2 PROMEDIO 0.03 0.01 0.11
b cp en 5000nL 4.42 1.32 16.74
3 = cp en 100ng 4.42 1.32 16.74
% Bl 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
S B2 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
B3 0.016 0.0023 0.1136 63 62 1 0.0023 - 0.1136
B4 0 0 0 64 64 0 NaN - NaN
B5 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
B6 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
B7 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
B8 0 0 0 64 64 0 NaN - NaN
B9 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
B10 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
B11 0.0323 0.0081 0.129 63 61 1 0.0081 - 0.1290
PROMEDIO 0.03 0.01 0.11
cp en 5000nL 3.96 1.10 16.18
cp en 100ng 3.96 1.10 16.18
LN ]




IX

C1 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
Cc2 0.0323 0.0081 0.129 63 61 1 0.0081 - 0.1290
C3 0 0 0 64 64 0 NaN - NaN
C4 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
C5 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
C6 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
Cc7 0 0 0 64 64 0 NaN - NaN
Cc8 0 0 0 64 64 0 NaN - NaN
Cc9 0.0656 0.0246 0.1748 63 59 1 0.0246 - 0.1748
C10 0 0 0 64 64 0 NaN - NaN
C11 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
PROMEDIO 0.02 0.01 0.08
cp en 5000nL 3.10 0.90 12.71
cp en 100ng 3.10 0.90 12.71
D1 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
D2 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
D3 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
D4 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
D5 0 0 0 64 64 0 NaN - NaN
D6 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
D7 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
D8 0 0 0 64 64 0 NaN - NaN
D9 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
D10 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
D11 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
PROMEDIO 0.02 0.01 0.10
cp en 5000nL 3.72 0.95 15.72
cp en 100ng 3.72 0.95 15.72
NTC NaN NaN NaN 255 255 1 NaN - NaN
Al 0.4383 0.2876 0.6678 62 40 2 0.2876 - 0.6678
A2 0.2719 0.1637 0.4518 63 48 1 0.1637 - 0.4518
A3 0.293 0.1792 0.4791 63 a7 1 0.1792 - 0.4791
A4 0.3589 0.2284 0.5641 63 44 1 0.2284 - 0.5641
A5 0.3145 0.1951 0.5069 63 46 1 0.1951 - 0.5069
A6 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139- 0.7038
A7 0.4055 0.2636 0.6237 63 42 1 0.2636 - 0.6237
A8 0.2318 0.1315 0.4087 58 46 6 0.1315 - 0.4087
A9 0.2513 0.1486 0.4249 63 49 1 0.1486 - 0.4249
Al10 0.293 0.1792 0.4791 63 47 1 0.1792 - 0.4791
All 0.4055 0.2636 0.6237 63 42 1 0.2636 - 0.6237
PROMEDIO 0.34 0.21 0.54
cp en 5000nL 51.43 32.43 81.73
cp en 100ng 25714.19 16214.88 40865.01
B1 0.3589 0.2284 0.5641 63 44 1 0.2284 - 0.5641
B2 0.2719 0.1637 0.4518 63 48 1 0.1637 - 0.4518
B3 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
B4 0.293 0.1792 0.4791 63 a7 1 0.1792 - 0.4791
— B5 0.3589 0.2284 0.5641 63 44 1 0.2284 - 0.5641
Q S B6 0.1989 0.11 0.3594 61 50 3 0.1100 - 0.3594
© B7 0.3087 0.1916 0.4976 64 a7 0 0.1916 - 0.4976
B8 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
B9 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
B10 0.3497 0.2198 0.5563 61 43 3 0.2198 - 0.5563
B11 0.3145 0.1951 0.5069 63 46 1 0.1951 - 0.5069
PROMEDIO 0.32 0.20 0.52
cp en 5000nL 49.02 30.65 78.52
cp en 100ng 24508.26 15323.69 39258.26
C1 0.3819 0.2458 0.5936 63 43 1 0.2458 - 0.5936
Cc2 0.4796 0.3202 0.7182 63 39 1 0.3202 - 0.7182
C3 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
C4 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
C5 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
C6 0.4055 0.2636 0.6237 63 42 1 0.2636 - 0.6237
Cc7 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C8 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
Cc9 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C10 0.4796 0.3202 0.7182 63 39 1 0.3202 - 0.7182
Ci11 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
PROMEDIO 0.37 0.24 0.58
L N )




cp en 5000nL 56.09 36.03 87.41
cp en 100ng 28043.39 18016.53 43705.92
D1 0.3365 0.2115 0.5352 63 45 1 0.2115 - 0.5352
D2 0.293 0.1792 0.4791 63 47 1 0.1792 - 0.4791
D3 0.3469 0.2151 0.5593 58 41 6 0.2151 - 0.5593
D4 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139- 0.7038
D5 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
D6 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D7 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D8 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D9 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
D10 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
D11 0.3145 0.1951 0.5069 63 46 1 0.1951 - 0.5069
PROMEDIO 0.31 0.20 0.51
cp en 5000nL 47.69 29.71 76.74
cp en 100ng 23846.42 14854.68 38370.52
ANEXO VIl

Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion de la mezcla de algodon genéticamente

modificado al 10 %

X

]
S Ly Average Lower Upper .
“C:{ = Subarreglo Copies per Confidence Confidence ReTI(ijtt:Zdtes NeTgt‘irﬂes O;c::?éd ln?ecicgldlggﬁee
g | 8 Reaction Interval Interval P 9 9
n
NTC NaN NaN NaN 128 128 0 NaN - NaN
Cl 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
Cc2 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
C3 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
Cc4 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C5 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
C6 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
Cc7 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
C8 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
Cc9 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
C10 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
Cl1 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
PROMEDIO 0.30 0.18 0.48
cp en 5000nL 45.21 27.98 73.27
g cp en 100ng 4520.80 2797.66 7327.27
D1 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
D2 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D3 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
3 D4 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
b D5 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
3 D6 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
% D7 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
= D8 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D9 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
D10 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
D11 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
PROMEDIO 0.27 0.16 0.45
cp en 5000nL 40.98 24.80 67.83
cp en 100ng 4097.52 2480.17 6783.47
C1l 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C2 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
C3 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
C4 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
C5 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
o C6 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
~ C7 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
C8 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
C9 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
C10 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
Cl1 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
PROMEDIO 0.28 0.17 0.46
L N )




Xl

cp en 5000nL 42.99 26.29 70.44
cp en 100ng 4298.76 2628.65 7043.80
C1 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
Cc2 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
C3 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C4 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C5 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
C6 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
< Cc7 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
w c8 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
Cc9 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C10 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
C11 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
PROMEDIO 0.30 0.18 0.48
cp en 5000nL 45.05 27.82 73.10
cp en 100ng 4504.96 2781.54 7310.19
NTC NaN NaN NaN 128 128 0 NaN - NaN
C1 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
Cc2 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
C3 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
C4 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
C5 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
C6 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
Cc7 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
Cc8 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C9 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
C10 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
Ci1 0.3087 0.1916 0.4976 64 a7 0 0.1916 - 0.4976
PROMEDIO 0.30 0.19 0.49
cp en 5000nL 45.64 28.26 73.86
3 cp en 100ng 45639.12 28264.46 73856.75
D1 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
D2 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
D3 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
D4 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D5 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
D6 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
D7 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
D8 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
D9 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D10 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
— D11 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
e PROMEDIO 0.28 0.17 0.46
«© cp en 5000nL 42.94 26.32 70.32
cp en 100ng 42939.39 26318.18 70320.94
C1 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
Cc2 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C3 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
Cc4 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
C5 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
C6 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
™ Cc7 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
o C8 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
Cc9 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
C10 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
Ci11 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
PROMEDIO 0.28 0.17 0.46
cp en 5000nL 42.51 25.96 69.80
cp en 100ng 42511.02 25957.30 69800.28
C1 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
Cc2 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
C3 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
C4 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
o0 C5 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
© C6 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
Cc7 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
C8 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
Cc9 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
C10 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
L N )




C11 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
PROMEDIO 0.31 0.19 0.50
cp en 5000nL 46.86 29.18 75.43
cp en 100ng 46863.64 29177.69 75429.75
ANEXO VI

Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacién de la mezcla de algodon genéticamente

modificado al 1 %

Xi

©
S iy Average Lower Upper .
S 2 ; ! . Total Total Total Confidence
% oS Subarreglo Clgples_ per Confidence Confidence Replicates | Negatives | Omitted Interval Range
i O eaction Interval Interval
n
NTC NaN NaN NaN 128 128 0 NaN - NaN
Cl 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
Cc2 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
C3 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
Cc4 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
C5 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
C6 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
0 Cc7 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C8 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C9 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
c10 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
Cl1 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139 - 0.7038
PROMEDIO 0.30 0.19 0.49
cp en 5000nL 45.91 28.52 74.16
cp en 100ng 459.12 285.19 741.63
C1 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
Cc2 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
C3 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
C4 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
C5 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
C6 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
o Cc7 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
N C8 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
C9 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
i c10 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
b C1l1 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
X PROMEDIO 0.27 0.16 0.45
% cp en 5000nL 40.88 24.70 67.73
S cp en 100ng 408.77 246.98 677.27
C1 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
Cc2 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
C3 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
C4 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
C5 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
C6 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
Cc7 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
C8 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
C9 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
C10 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
Cl1 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
o PROMEDIO 0.30 0.19 0.49
0 cp en 5000nL 45.50 28.22 73.64
cp en 100ng 455.04 282.19 736.36
D1 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
D2 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
D3 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
D4 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D5 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D6 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139 - 0.7038
D7 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D8 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D9 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D10 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
L N )




D11 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
PROMEDIO 0.30 0.19 0.49
cp en 5000nL 45.92 28.51 74.18
cp en 100ng 459.17 285.11 741.83
NTC NaN NaN NaN 128 128 0 NaN - NaN
Al 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
A2 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
A3 0.1568 0.0816 0.3016 62 53 2 0.0816 - 0.3016
A4 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
A5 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
A6 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
A7 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
A8 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
A9 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
A10 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
All 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
PROMEDIO 0.27 0.17 0.45
cp en 5000nL 41.36 25.19 68.29
cp en 100ng 41362.26 25194.21 68286.50
C1 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
Cc2 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
C3 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
c4 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C5 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C6 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
3 Cc7 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
C8 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
C9 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C10 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
Ci1 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
PROMEDIO 0.25 0.15 0.43
- cp en 5000nL 38.62 23.21 64.65
oy cp en 100ng 38615.70 23213.50 64652.89
© D1 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D2 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
D3 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
D4 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
D5 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
D6 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D7 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
D8 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
D9 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
D10 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
D11 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
PROMEDIO 0.25 0.15 0.42
cp en 5000nL 37.41 22.23 63.17
cp en 100ng 37410.47 22228.65 63169.42
C1 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
Cc2 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
C3 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
C4 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
C5 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
C6 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
™ Cc7 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
© Cc8 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
Cc9 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
C10 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
Ci11 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
PROMEDIO 0.21 0.12 0.37
cp en 5000nL 32.31 18.59 56.45
cp en 100ng 32305.79 18593.66 56453.17
L N )

X1




ANEXO Xl

Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion de la mezcla de algodon genéticamente

modificado al 0.1 %

]
S s Average Lower Upper ,
°C:;‘ = Subarreglo Copies per Confidence Confidence ReTIci’(t:E:tes NeTg;‘i‘ﬂes O-Ir;ﬂ:?éd InSec;CZIdg;(r:]ee
2 8 Reaction Interval Interval P 9 9
n
NTC NaN NaN NaN 128 128 0 NaN - NaN
C1l 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
C2 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
C3 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
C4 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
C5 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C6 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
Q C7 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
C8 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
c9 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
C10 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
Cl1 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
PROMEDIO 0.37 0.24 0.58
cp en 5000nL 56.36 36.26 87.67
cp en 100ng 56.36 36.26 87.67
D1 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
D2 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
D3 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
D4 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
D5 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
D6 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
o D7 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
~ D8 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
D9 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
D10 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
D11 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
it PROMEDIO 0.35 0.22 0.55
b cp en 5000nL 52.87 33.67 83.16
x cp en 100ng 52.87 33.67 83.16
% Cl 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
b= Cc2 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
C3 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
C4 0.6035 0.4171 0.8733 64 35 0 0.4171 - 0.8733
C5 0.5754 0.3952 0.8376 64 36 0 0.3952 - 0.8376
C6 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
Cc7 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
C8 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
Cc9 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
C10 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
Cl1 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
PROMEDIO 0.41 0.27 0.63
cp en 5000nL 62.74 41.17 95.77
o cp en 100ng 62.74 41.17 95.77
0 Al 0.5754 0.3952 0.8376 64 36 0 0.3952 - 0.8376
A2 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
A3 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
A4 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
A5 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
A6 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
A7 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
A8 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
A9 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
Al10 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
All 0.3087 0.1916 0.4976 64 47 0 0.1916 - 0.4976
PROMEDIO 0.40 0.26 0.62
cp en 5000nL 60.95 39.75 93.54
cp en 100ng 60.95 39.75 93.54
Qal W« NTC NaN NaN NaN 128 128 0 NaN - NaN
L N )
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Al 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
A2 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
A3 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
A4 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
A5 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
A6 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
o A7 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
~ A8 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
A9 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
A10 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
All 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
PROMEDIO 0.30 0.19 0.49
cp en 5000nL 45.72 28.40 73.89
cp en 100ng 45717.63 28400.83 73888.43
Al 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
A2 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139- 0.7038
A3 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
A4 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
A5 0.2271 0.1317 0.3915 64 51 0 0.1317 - 0.3915
A6 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
A7 0.3087 0.1916 0.4976 64 a7 0 0.1916 - 0.4976
A8 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
A9 NaN NaN NaN 64 64 0 NaN - NaN
A10 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
All 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
PROMEDIO 0.29 0.14 0.40
cp en 5000nL 44.39 21.94 61.18
™ cp en 100ng 44390.15 21939.39 61177.27
0 C1 0.2877 0.1759 0.4704 64 48 0 0.1759 - 0.4704
Cc2 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
C3 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
c4 0.3087 0.1916 0.4976 64 a7 0 0.1916 - 0.4976
C5 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C6 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139 - 0.7038
Cc7 0.2671 0.1608 0.4437 64 49 0 0.1608 - 0.4437
C8 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
C9 NaN NaN NaN 64 64 0 NaN - NaN
C10 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
Ci1 NaN NaN NaN 64 64 0 NaN - NaN
PROMEDIO 0.30 0.17 0.45
cp en 5000nL 46.06 25.62 67.87
cp en 100ng 46056.82 25619.53 67873.74
Al 0.1542 0.0734 0.3236 49 42 15 0.0734 - 0.3236
A2 0.2697 0.1563 0.4652 55 42 9 0.1563 - 0.4652
A3 0.2877 0.1667 0.4964 52 39 12 0.1667 - 0.4964
A4 0.1651 0.0786 0.3466 46 39 18 0.0786 - 0.3466
A5 0.3054 0.1837 0.5075 57 42 7 0.1837 - 0.5075
A6 0.2187 0.121 0.3954 56 45 8 0.1210 - 0.3954
™ A7 0.2326 0.1287 0.4206 53 42 11 0.1287 - 0.4206
© A8 0.0852 0.032 0.227 49 45 15 0.0320 - 0.2270
A9 0.2719 0.146 0.5064 42 32 22 0.1460 - 0.5064
A10 0.1651 0.0786 0.3466 46 39 18 0.0786 - 0.3466
All 0.2877 0.1631 0.5076 48 36 16 0.1631 - 0.5076
PROMEDIO 0.22 0.12 0.41
cp en 5000nL 33.65 18.29 62.57
cp en 100ng 33654.27 18293.39 62574.38
ANEXO X

Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion del plasmido circular a 100 copias

<
3 ©

S 2 Average Lower Upper Total Total Total Confidence
3 = Subarreglo Copies per Confidence Confidence Repli . :

3 ) R p eplicates | Negatives | Omitted Interval Range
2 o eaction Interval Interval

n
% S~ NTC NaN NaN NaN 238 238 18 NaN - NaN
s3 - Al 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
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Xvi

A2 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
A3 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
A4 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
A5 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
A6 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
A7 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
A8 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
A9 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
A10 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
All 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
PROMEDIO 0.07 0.03 0.18
cp en 5000nL 10.30 4.14 26.82
cp en 1Img 8.84E+09 3.55E+09 2.30E+10
B1 0.0157 0.0022 0.1118 64 63 0 0.0022 - 0.1118
B2 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
B3 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
B4 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
B5 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
B6 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
B7 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
B8 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
B9 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
B10 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
B11 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
PROMEDIO 0.05 0.02 0.15
cp en 5000nL 7.58 2.74 23.12
cp en 1mg 6.50E+09 2.35E+09 1.98E+10
Al 0.0841 0.035 0.2021 62 57 2 0.0350 - 0.2021
A2 0.1358 0.0679 0.2717 63 55 1 0.0679 - 0.2717
A3 0.1178 0.0561 0.2472 63 56 1 0.0561 - 0.2472
A4 0.1001 0.0449 0.2228 63 57 1 0.0449 - 0.2228
A5 0.0827 0.0344 0.1987 63 58 1 0.0344 - 0.1987
A6 0.1178 0.0561 0.2472 63 56 1 0.0561 - 0.2472
A7 0.1728 0.0929 0.3215 63 53 1 0.0929 - 0.3215
A8 0.0667 0.025 0.1777 62 58 2 0.0250- 0.1777
A9 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
Al10 0.1001 0.0449 0.2228 63 57 1 0.0449 - 0.2228
All 0.1001 0.0449 0.2228 63 57 1 0.0449 - 0.2228
PROMEDIO 0.11 0.05 0.23
cp en 5000nL 16.20 7.52 35.17
0 cp en 1mg 1.38E+10 6.39E+09 2.99E+10
™~ B1 0.0488 0.0157 0.1513 63 60 1 0.0157 - 0.1513
B2 0.0827 0.0344 0.1987 63 58 1 0.0344 - 0.1987
B3 0.1358 0.0679 0.2717 63 55 1 0.0679 - 0.2717
B4 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
B5 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
B6 0.1001 0.0449 0.2228 63 57 1 0.0449 - 0.2228
B7 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
B8 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
B9 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
B10 0.1001 0.0449 0.2228 63 57 1 0.0449 - 0.2228
B11 0.1001 0.0449 0.2228 63 57 1 0.0449 - 0.2228
PROMEDIO 0.08 0.03 0.19
cp en 5000nL 12.06 5.13 29.36
cp en 1mg 1.02E+10 4.36E+09 2.49E+10
NTC NaN NaN NaN 256 256 0 NaN - NaN
Al 0.0619 0.02 0.1919 50 47 14 0.0200 - 0.1919
A2 0.0834 0.0313 0.2222 50 46 14 0.0313 - 0.2222
A3 0.0496 0.016 0.1538 62 59 2 0.0160 - 0.1538
A4 0.0827 0.0344 0.1987 63 58 1 0.0344 - 0.1987
A5 0.0513 0.0165 0.1591 60 57 4 0.0165 - 0.1591
g_' o A6 0.0168 0.0024 0.1193 60 59 4 0.0024 - 0.1193
] © A7 0.0488 0.0157 0.1513 63 60 1 0.0157 - 0.1513
A8 0.0702 0.0263 0.1871 59 55 5 0.0263 - 0.1871
A9 0.1018 0.0457 0.2266 62 56 2 0.0457 - 0.2266
A10 0.0323 0.0081 0.129 63 61 1 0.0081 - 0.1290
All 0.0522 0.0168 0.1618 59 56 5 0.0168 - 0.1618
PROMEDIO 0.06 0.02 0.17
cp en 5000nL 8.97 3.21 26.18
L N )




cp en Img 9.88E+09 3.54E+09 2.88E+10
B1 0.0377 0.0094 0.1509 54 52 10 0.0094 - 0.1509
B2 0.0385 0.0096 0.1538 53 51 11 0.0096 - 0.1538
B3 0.0667 0.025 0.1777 62 58 2 0.0250 - 0.1777
B4 0.0656 0.0246 0.1748 63 59 1 0.0246 - 0.1748
B5 0.0328 0.0082 0.1311 62 60 2 0.0082 - 0.1311
B6 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
B7 0.0323 0.0081 0.129 63 61 1 0.0081 - 0.1290
B8 0.0656 0.0246 0.1748 63 59 1 0.0246 - 0.1748
B9 0.0488 0.0157 0.1513 63 60 1 0.0157 - 0.1513
B10 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
B11 0.0656 0.0246 0.1748 63 59 1 0.0246 - 0.1748
PROMEDIO 0.05 0.02 0.16
cp en 5000nL 7.80 2.61 23.95
cp en 1mg 8.59E+09 2.87E+09 2.64E+10
Al 0.1241 0.0591 0.2603 60 53 4 0.0591 - 0.2603
A2 0.0522 0.0168 0.1618 59 56 5 0.0168 - 0.1618
A3 0.0827 0.0344 0.1987 63 58 1 0.0344 - 0.1987
A4 0.0678 0.0255 0.1807 61 57 3 0.0255 - 0.1807
A5 0.0827 0.0344 0.1987 63 58 1 0.0344 - 0.1987
A6 0.0827 0.0344 0.1987 63 58 1 0.0344 - 0.1987
A7 0.0827 0.0344 0.1987 63 58 1 0.0344 - 0.1987
A8 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
A9 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
A10 0.0323 0.0081 0.129 63 61 1 0.0081 - 0.1290
All 0.1568 0.0816 0.3016 62 53 2 0.0816 - 0.3016
PROMEDIO 0.08 0.03 0.20
cp en 5000nL 12.30 5.19 29.92
™ cp en 1mg 1.04E+10 4.41E+09 2.54E+10
™~ B1 0.1198 0.0571 0.2514 62 55 2 0.0571-0.2514
B2 0.0163 0.0023 0.1154 62 61 2 0.0023 - 0.1154
B3 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
B4 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
B5 0.0827 0.0344 0.1987 63 58 1 0.0344 - 0.1987
B6 0.1018 0.0457 0.2266 62 56 2 0.0457 - 0.2266
B7 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
B8 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
B9 0.1178 0.0561 0.2472 63 56 1 0.0561 - 0.2472
B10 0.0656 0.0246 0.1748 63 59 1 0.0246 - 0.1748
B11 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
PROMEDIO 0.08 0.04 0.20
cp en 5000nL 12.36 5.37 29.92
cp en 1mg 1.05E+10 4.56E+09 2.54E+10
ANEXO XiI

Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion del plasmido circular a 200 copias

©
S ©
§ 2 Average Lower Upper Total Total Total Confidence
g = Subarreglo Copies per Confidence Confidence Replicat N ti Omitted Int 'R
3 S . plicates egatives mittel nterval Range
bt O Reaction Interval Interval
0
NTC NaN NaN NaN 238 238 18 NaN - NaN
C1 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
Cc2 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
C3 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
C4 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
g C5 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
p C6 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
3 5 Cc7 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
% c8 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
s C9 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
C10 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
Cl1 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
PROMEDIO 0.12 0.06 0.24
cp en 5000nL 17.50 8.58 36.65
cp en 1mg 7.59E+09 3.72E+09 1.59E+10
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D1 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
D2 0.0317 0.0079 0.127 64 62 0 0.0079 - 0.1270
D3 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
D4 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
D5 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
D6 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
D7 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
D8 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
D9 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
D10 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
D11 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
PROMEDIO 0.08 0.04 0.20
cp en 5000nL 12.41 5.36 29.71
cp en 1mg 5.38E+09 2.32E+09 1.29E+10
C1 0.1919 0.1062 0.3468 63 52 1 0.1062 - 0.3468
Cc2 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C3 0.1919 0.1062 0.3468 63 52 1 0.1062 - 0.3468
c4 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
C5 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
C6 0.1728 0.0929 0.3215 63 53 1 0.0929 - 0.3215
Cc7 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
C8 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
Cc9 0.1178 0.0561 0.2472 63 56 1 0.0561 - 0.2472
C10 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
Ci1 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
PROMEDIO 0.15 0.08 0.29
cp en 5000nL 23.25 12.23 44.56
0 cp en 1mg 9.17E+09 4.82E+09 1.76E+10
™~ D1 0.2311 0.134 0.3985 63 50 1 0.1340 - 0.3985
D2 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
D3 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
D4 0.2559 0.1514 0.4328 62 48 2 0.1514 - 0.4328
D5 0.1018 0.0457 0.2266 62 56 2 0.0457 - 0.2266
D6 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
D7 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
D8 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
D9 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
D10 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
D11 0.2469 0.146 0.4174 64 50 0 0.1460 - 0.4174
PROMEDIO 0.16 0.09 0.30
cp en 5000nL 24.18 12.92 45.78
cp en 1mg 9.54E+09 5.10E+09 1.81E+10
NTC NaN NaN NaN 256 256 0 NaN - NaN
Al 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
A2 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
A3 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
A4 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
A5 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
A6 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
A7 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
A8 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
A9 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
A10 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
All 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
— PROMEDIO 0.12 0.06 0.25
e 3 cp en 5000nL 17.85 8.63 37.20
© cp en 1mg 7.73E+09 3.74E+09 1.61E+10
B1 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
B2 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
B3 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
B4 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
B5 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
B6 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
B7 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
B8 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
B9 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
B10 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
B11 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
PROMEDIO 0.08 0.04 0.20
L N )




cp en 5000nL 12.58 5.34 29.97
cp en Img 5.45E+09 2.31E+09 1.30E+10
C1 0.1018 0.0457 0.2266 62 56 2 0.0457 - 0.2266
Cc2 0.1744 0.0871 0.3489 50 42 14 0.0871 - 0.3489
C3 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
C4 0.1178 0.0561 0.2472 63 56 1 0.0561 - 0.2472
C5 0.1542 0.0802 0.2965 63 54 1 0.0802 - 0.2965
C6 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
Cc7 0.048 0.0155 0.1489 64 61 0 0.0155 - 0.1489
C8 0.1335 0.0667 0.2671 64 56 0 0.0667 - 0.2671
Cc9 0.1699 0.0913 0.316 64 54 0 0.0913 - 0.3160
C10 0.1515 0.0788 0.2914 64 55 0 0.0788 - 0.2914
C11 0.0645 0.0242 0.172 64 60 0 0.0242 - 0.1720
PROMEDIO 0.12 0.06 0.25
cp en 5000nL 18.09 8.77 37.93
o cp en Img 7.14E+09 3.46E+09 1.50E+10
~ D1 0.0841 0.035 0.2021 62 57 2 0.0350 - 0.2021
D2 0.1358 0.0679 0.2717 63 55 1 0.0679 - 0.2717
D3 0.1001 0.0449 0.2228 63 57 1 0.0449 - 0.2228
D4 0.1886 0.1044 0.3408 64 53 0 0.1044 - 0.3408
D5 0.1178 0.0561 0.2472 63 56 1 0.0561 - 0.2472
D6 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
D7 0.0984 0.0442 0.2192 64 58 0 0.0442 - 0.2192
D8 0.1542 0.0802 0.2965 63 54 1 0.0802 - 0.2965
D9 0.0813 0.0339 0.1955 64 59 0 0.0339 - 0.1955
D10 0.1919 0.1062 0.3468 63 52 1 0.1062 - 0.3468
D11 0.1158 0.0552 0.2431 64 57 0 0.0552 - 0.2431
PROMEDIO 0.13 0.06 0.26
cp en 5000nL 19.06 9.41 38.96
cp en 1mg 7.52E+09 3.71E+09 1.54E+10
ANEXO XIlI

Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion del plasmido linearizado a 100 copias

XIX

©

S o

§ 2 S Average Lower Upper Total Total Total Confidence

3 5] ubarreglo Copies per Confidence Confidence Replicates | Negatives | Omitted Interval Range

g 8 Reaction Interval Interval P 9 9

n
NTC NaN NaN NaN 238 238 18 NaN - NaN
Al 0.2076 0.1178 0.366 64 52 0 0.1178 - 0.3660
A2 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
A3 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
Ad 0.6931 0.4868 0.987 64 32 0 0.4868 - 0.9870
A5 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139 - 0.7038
A6 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
A7 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139 - 0.7038
A8 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
A9 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
A10 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535

© All 0.7577 0.537 1.069 64 30 0 0.5370 - 1.0690

&5 PROMEDIO 0.47 0.31 0.70

2 ™ cp en 5000nL 70.46 47.13 105.59

2 ~ cp en 1mg 1.20E+10 8.04E+09 1.80E+10

o Bl 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117

= B2 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
B3 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
B4 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
B5 0.6035 0.4171 0.8733 64 35 0 0.4171-0.8733
B6 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139 - 0.7038
B7 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
B8 0.548 0.374 0.8028 64 37 0 0.3740 - 0.8028
B9 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139 - 0.7038
B10 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
B11 0.6325 0.4396 0.9101 64 34 0 0.4396 - 0.9101

PROMEDIO 0.47 0.32 0.71
cp en 5000nL 71.40 47.74 106.85
LN ]




XX

cp en Img 1.22E+10 8.15E+09 1.82E+10
C1 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
Cc2 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
C3 0.3747 0.2411 0.5823 64 44 0 0.2411 - 0.5823
C4 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
C5 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
C6 0.5754 0.3952 0.8376 64 36 0 0.3952 - 0.8376
Cc7 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
C8 0.6325 0.4396 0.9101 64 34 0 0.4396 - 0.9101
C9 0.548 0.374 0.8028 64 37 0 0.3740 - 0.8028
C10 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
Ci1 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
PROMEDIO 0.49 0.33 0.73
cp en 5000nL 73.79 49.58 109.90
cp en Img 1.26E+10 8.46E+09 1.88E+10
D1 0.47 0.3139 0.7038 64 40 0 0.3139- 0.7038
D2 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
D3 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
D4 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
D5 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
D6 0.548 0.374 0.8028 64 37 0 0.3740 - 0.8028
D7 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
D8 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
D9 0.548 0.374 0.8028 64 37 0 0.3740 - 0.8028
D10 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
D11 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
PROMEDIO 0.48 0.32 0.72
cp en 5000nL 72.76 48.77 108.60
cp en 1mg 1.24E+10 8.32E+09 1.85E+10
NTC NaN NaN NaN 256 256 0 NaN - NaN
Al 0.2938 0.1737 0.4969 55 41 9 0.1737 - 0.4969
A2 0.3102 0.1896 0.5073 60 44 4 0.1896 - 0.5073
A3 0.4473 0.2935 0.6817 61 39 3 0.2935- 0.6817
A4 0.6604 0.4559 0.9566 60 31 4 0.4559 - 0.9566
A5 0.2719 0.1637 0.4518 63 48 1 0.1637 - 0.4518
A6 0.4636 0.3069 0.7002 62 39 2 0.3069 - 0.7002
A7 0.3819 0.2458 0.5936 63 43 1 0.2458 - 0.5936
A8 0.3819 0.2458 0.5936 63 43 1 0.2458 - 0.5936
A9 0.5322 0.3607 0.7852 63 37 1 0.3607 - 0.7852
Al10 0.6624 0.4628 0.948 64 33 0 0.4628 - 0.9480
All 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
PROMEDIO 0.44 0.29 0.67
cp en 5000nL 66.16 43.48 100.92
cp en 1mg 1.14E+10 7.47E+09 1.73E+10
B1 0.5878 0.3917 0.882 54 30 10 0.3917 - 0.8820
B2 0.5947 0.4026 0.8784 58 32 6 0.4026 - 0.8784
B3 0.3429 0.2156 0.5456 62 44 2 0.2156 - 0.5456
B4 0.5718 0.3901 0.8381 62 35 2 0.3901 - 0.8381
‘;_' o~ B5 0.6325 0.4396 0.9101 64 34 0 0.4396 - 0.9101
) ~ B6 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
B7 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
B8 0.548 0.374 0.8028 64 37 0 0.3740 - 0.8028
B9 0.499 0.3271 0.7611 56 34 8 0.3271-0.7611
B10 0.5878 0.4037 0.8559 63 35 1 0.4037 - 0.8559
B11 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
PROMEDIO 0.52 0.35 0.78
cp en 5000nL 78.97 53.10 117.53
cp en 1mg 1.36E+10 9.12E+09 2.02E+10
C1 0.2754 0.1596 0.4751 54 41 10 0.1596 - 0.4751
Cc2 0.3895 0.2506 0.6054 62 42 2 0.2506 - 0.6054
C3 0.3497 0.2198 0.5563 61 43 3 0.2198 - 0.5563
C4 0.5845 0.3987 0.8569 61 34 3 0.3987 - 0.8569
C5 0.3819 0.2458 0.5936 63 43 1 0.2458 - 0.5936
C6 0.4953 0.3334 0.736 64 39 0 0.3334 - 0.7360
C7 0.4055 0.2636 0.6237 63 42 1 0.2636 - 0.6237
Cc8 0.548 0.374 0.8028 64 37 0 0.3740 - 0.8028
Cc9 0.4453 0.2949 0.6724 64 41 0 0.2949 - 0.6724
C10 0.4212 0.2765 0.6417 64 42 0 0.2765 - 0.6417
Ci11 0.6035 0.4171 0.8733 64 35 0 0.4171-0.8733
L N )




PROMEDIO 0.45 0.29 0.68
cp en 5000nL 67.49 44.55 102.44
cp en Img 1.16E+10 7.65E+09 1.76E+10
D1 0.3403 0.2047 0.5659 52 37 12 0.2047 - 0.5659
D2 0.3542 0.2196 0.5711 57 40 7 0.2196 - 0.5711
D3 0.4495 0.292 0.6919 58 37 6 0.2920 - 0.6919
D4 0.3895 0.2506 0.6054 62 42 2 0.2506 - 0.6054
D5 0.3302 0.2076 0.5253 64 46 0 0.2076 - 0.5253
D6 0.5055 0.3402 0.7513 63 38 1 0.3402- 0.7513
D7 0.5213 0.3534 0.769 64 38 0 0.3534 - 0.7690
D8 0.7916 0.5634 1.1122 64 29 0 0.5634 - 1.1122
D9 0.3977 0.2586 0.6117 64 43 0 0.2586 - 0.6117
D10 0.5596 0.3819 0.8201 63 36 1 0.3819 - 0.8201
D11 0.5754 0.3952 0.8376 64 36 0 0.3952 - 0.8376
PROMEDIO 0.47 0.32 0.71
cp en 5000nL 71.83 47.76 108.29
cp en Img 1.23E+10 8.20E+09 1.86E+10
ANEXO XIlI

Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion del plasmido linearizado a 200 copias

XXI

(]
S Ly Average Lower Upper .
“C:{ = Subarreglo Copies per Confidence Confidence R Tlc_)talt N Totgl OTO.:?Id | ?onﬂ:j;nce
2 8 Reaction Interval Interval eplicates egatives mitte nterval Range
n
NTC NaN NaN NaN 238 238 18 NaN - NaN
Cl 1.0818 0.7782 1.5038 59 20 5 0.7782 - 1.5038
Cc2 1.0826 0.7851 1.4928 62 21 2 0.7851 - 1.4928
C3 0.7156 0.4714 1.0864 45 22 19 0.4714 - 1.0864
Cc4 1.1741 0.8386 1.6439 55 17 9 0.8386 - 1.6439
C5 1.4604 1.0539 2.0236 56 13 8 1.0539 - 2.0236
C6 0.9734 0.6623 1.4309 45 17 19 0.6623 - 1.4309
Cc7 1.4955 1.0858 2.0598 58 13 6 1.0858 - 2.0598
C8 1.0076 0.7294 1.3921 63 23 1 0.7294 - 1.3921
Cc9 1.3099 0.9607 1.7861 63 17 1 0.9607 - 1.7861
C10 1.0799 0.7628 1.5289 53 18 11 0.7628 - 1.5289
Cl1 1.3099 0.9607 1.7861 63 17 0.9607 - 1.7861
PROMEDIO 1.15 0.83 1.61
cp en 5000nL 174.80 125.19 244.28
s cp en 1Img 1.28E+10 9.14E+09 1.78E+10
D1 0.8362 0.5916 1.182 60 26 4 0.5916 - 1.1820
D2 1.2939 0.9462 1.7694 62 17 2 0.9462 - 1.7694
D3 1.117 0.7956 1.5681 55 18 9 0.7956 - 1.5681
£ D4 1.3312 0.9499 1.8657 53 14 11 0.9499 - 1.8657
b D5 1.424 1.0211 1.986 54 13 10 1.0211 - 1.9860
X D6 1.2611 0.9166 1.7352 60 17 4 0.9166 - 1.7352
% D7 1.0296 0.7319 1.4484 56 20 8 0.7319 - 1.4484
b= D8 1.4191 1.0403 1.9358 62 15 2 1.0403 - 1.9358
D9 1.2777 0.9315 1.7525 61 17 3 0.9315 - 1.7525
D10 1.2809 0.9156 1.792 54 15 10 0.9156 - 1.7920
D11 1.0531 0.7146 1.552 43 15 21 0.7146 - 1.5520
PROMEDIO 1.21 0.87 1.69
cp en 5000nL 183.52 131.61 256.02
cp en 1mg 1.34E+10 9.61E+09 1.87E+10
Al NaN NaN NaN 38 38 26 NaN - NaN
A2 0.3011 0.1745 0.5196 50 37 14 0.1745 - 0.5196
A3 0.6931 0.4683 1.0259 52 26 12 0.4683 - 1.0259
A4 0.7122 0.4845 1.0469 53 26 11 0.4845 - 1.0469
A5 1.1151 0.808 1.5391 61 20 3 0.8080 - 1.5391
™ A6 0.5274 0.3547 0.784 61 36 3 0.3547 - 0.7840
~ A7 0.7916 0.5634 1.1122 64 29 0 0.5634 - 1.1122
A8 1.1151 0.808 1.5391 61 20 3 0.8080 - 1.5391
A9 1.0521 0.7637 1.4495 63 22 1 0.7637 - 1.4495
Al10 1.1314 0.8225 1.5562 62 20 2 0.8225 - 1.5562
All 0.7097 0.4954 1.0166 61 30 3 0.4954 - 1.0166
PROMEDIO 0.81 0.57 1.16
L N )




XX

cp en 5000nL 123.47 87.02 175.59
cp en 1mg 1.06E+10 7.47E+09 1.51E+10
D1 NaN NaN NaN 44 44 20 NaN - NaN
D2 0.2642 0.1531 0.4556 56 43 8 0.1531 - 0.4556
D3 0.4877 0.3198 0.7438 57 35 7 0.3198 - 0.7438
D4 1.2879 0.9317 1.7802 58 16 6 0.9317 - 1.7802
D5 0.277 0.1667 0.4602 62 47 2 0.1667 - 0.4602
D6 0.548 0.374 0.8028 64 37 0 0.3740 - 0.8028
D7 0.2113 0.1199 0.3725 63 51 1 0.1199 - 0.3725
D8 1.2368 0.9029 1.6941 62 18 2 0.9029 - 1.6941
D9 1.5939 1.1756 2.1612 64 13 0 1.1756 - 2.1612
D10 1.0521 0.7637 1.4495 63 22 1 0.7637 - 1.4495
D11 1.4191 1.0403 1.9358 62 15 2 1.0403 - 1.9358
PROMEDIO 0.84 0.59 1.19
cp en 5000nL 126.94 90.12 179.63
cp en 1mg 1.09E+10 7.74E+09 1.54E+10
NTC NaN NaN NaN 256 256 0 NaN - NaN
Al 1.0415 0.7289 1.488 51 18 13 0.7289 - 1.4880
A2 0.9676 0.6711 1.3951 50 19 14 0.6711 - 1.3951
A3 1.118 0.7888 1.5847 52 17 12 0.7888 - 1.5847
A4 1.1701 0.843 1.6241 58 18 6 0.8430 - 1.6241
A5 1.5686 1.1037 2.2295 48 10 16 1.1037 - 2.2295
A6 1.2528 0.9173 1.7109 63 18 1 0.9173-1.7109
A7 1.7228 1.2434 2.3869 56 10 8 1.2434 - 2.3869
A8 1.5724 1.1253 2.1972 53 11 11 1.1253 - 2.1972
A9 1.3705 1.0064 1.8664 63 16 1 1.0064 - 1.8664
Al10 1.0986 0.7865 1.5345 57 19 7 0.7865 - 1.5345
All 1.5755 1.1443 2.1693 58 12 6 1.1443 - 2.1693
PROMEDIO 1.31 0.94 1.84
cp en 5000nL 199.15 142.68 278.05
2 cp en 1mg 1.45E+10 1.04E+10 2.03E+10
B1 0.8473 0.5611 1.2795 42 18 22 0.5611 - 1.2795
B2 1.1977 0.8509 1.6858 53 16 11 0.8509 - 1.6858
B3 1.116 0.802 1.5529 58 19 6 0.8020 - 1.5529
B4 1.1314 0.8225 1.5562 62 20 2 0.8225 - 1.5562
B5 1.4663 1.0453 2.0569 52 12 12 1.0453 - 2.0569
B6 1.3471 0.952 1.9061 50 13 14 0.9520 - 1.9061
B7 1.2272 0.8861 1.6997 58 17 6 0.8861 - 1.6997
B8 1.1701 0.843 1.6241 58 18 6 0.8430 - 1.6241
B9 0.9163 0.6436 1.3045 55 22 9 0.6436 - 1.3045
B10 1.038 0.7184 1.4998 48 17 16 0.7184 - 1.4998
— B11 1.3499 0.9666 1.8852 54 14 10 0.9666 - 1.8852
g PROMEDIO 1.16 0.83 1.64
«© cp en 5000nL 176.41 125.23 248.63
cp en 1mg 1.29E+10 9.15E+09 1.82E+10
Al 0.3969 0.2524 0.6241 58 39 6 0.2524 - 0.6241
A2 0.9651 0.6965 1.3373 63 24 1 0.6965 - 1.3373
A3 0.3522 0.2241 0.5535 64 45 0 0.2241 - 0.5535
A4 0.9491 0.6823 1.3202 62 24 2 0.6823 - 1.3202
A5 1.2144 0.8903 1.6566 64 19 0 0.8903 - 1.6566
A6 1.5939 1.1756 2.1612 64 13 0 1.1756 - 2.1612
A7 2.213 1.6135 3.0351 64 7 0 1.6135 - 3.0351
A8 0.7916 0.5634 1.1122 64 29 0 0.5634 - 1.1122
A9 1.1144 0.8136 1.5264 64 21 0 0.8136 - 1.5264
Al0 0.94 0.6788 1.3017 64 25 0 0.6788 - 1.3017
All 0.6325 0.4396 0.9101 64 34 0 0.4396 - 0.9101
™ PROMEDIO 1.01 0.73 1.41
~ cp en 5000nL 153.76 110.61 214.03
cp en 1mg 1.31E+10 9.43E+09 1.83E+10
B1 0.6325 0.4396 0.9101 64 34 0 0.4396 - 0.9101
B2 0.6774 0.4732 0.9698 63 32 1 0.4732 - 0.9698
B3 1.626 1.1903 2.221 61 12 3 1.1903 - 2.2210
B4 2.7726 1.9691 3.904 64 4 0 1.9691 - 3.9040
B5 0.9651 0.6965 1.3373 63 24 1 0.6965 - 1.3373
B6 1.1987 0.8761 1.64 63 19 1 0.8761 - 1.6400
B7 1.2685 0.9315 1.7274 64 18 0 0.9315- 1.7274
B8 0.94 0.6788 1.3017 64 25 0 0.6788 - 1.3017
B9 0.9008 0.6484 1.2515 64 26 0 0.6484 - 1.2515
B10 1.2685 0.9315 1.7274 64 18 0 0.9315- 1.7274
L N )




B11l 0.863 0.619 1.2032 64 27 0.6190 - 1.2032
PROMEDIO 1.19 0.86 1.65
cp en 5000nL 180.62 130.22 250.60
cp en 1mg 1.54E+10 1.11E+10 2.14E+10




ANEXO XIV
Datos desprendidos de los ensayos realizados en la cuantificacion de las mezclas de algod6n genéticamente modificado por gPCR

Well Povgif:lon Ssgwn?Iee Target Name Task Reporter | Quencher CT Mg;n é:é Quantity QuMaér::]ty ngrgny
1 Al acp-1 STANDARD FAM TAMRA 21.787 21.739 0.048 | 100000.00
2 A2 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 21.756 21.739 0.048 | 100000.00
3 A3 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 21.738 21.739 0.048 | 100000.00
4 A4 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 21.674 21.739 0.048 | 100000.00
6 A6 M 100 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 23.656 23.683 0.027 27321.82 26821.46 492.287
7 A7 M 100 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 23.681 23.683 0.027 26857.02 26821.46 492.287
8 A8 M 100 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 23.676 23.683 0.027 26960.83 26821.46 492.287
9 A9 M 100 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 23.720 23.683 0.027 26146.19 26821.46 492.287
11 All NTC acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 37.450 37.450 2.19 2.19
12 Al2 NTC acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA Undetermined 37.450
13 B1 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 25.148 25.179 0.044 10000.00
14 B2 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 25.188 25.179 0.044 10000.00
15 B3 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 25.237 25.179 0.044 10000.00
16 B4 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 25.143 25.179 0.044 10000.00
18 B6 M 10 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 22.073 22.107 0.024 80626.45 78796.50 | 1,322.486
19 B7 M 10 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 22.107 22.107 0.024 78770.54 78796.50 | 1,322.486
20 B8 M 10 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 22.130 22.107 0.024 77526.86 78796.50 | 1,322.486
21 B9 M 10 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 22.117 22.107 0.024 78262.16 78796.50 | 1,322.486
23 B11 C- MR 100 acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 37.180 37.258 0.110 2.64 2.51 0.188
24 B12 C- MR 100 acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 37.336 37.258 0.110 2.37 2.51 0.188
25 C1l acp-1 STANDARD FAM TAMRA 28.559 28.447 0.127 1000.00
26 C2 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 28.539 28.447 0.127 1000.00
27 C3 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 28.404 28.447 0.127 1000.00
28 C4 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 28.288 28.447 0.127 1000.00
30 C6 M1 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 21.991 22.003 0.024 85265.55 84565.47 | 1,407.249
31 C7 M 1% acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 22.020 22.003 0.024 83621.80 84565.47 | 1,407.249
32 C8 M 1% acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 22.027 22.003 0.024 83182.15 84565.47 | 1,407.249
33 (04°] M 1% acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 21.975 22.003 0.024 86192.38 84565.47 | 1,407.249
35 Cl1 C+ MR 469 acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 22.370 22.385 0.021 65806.13 65146.43 932.967
36 C12 C+ MR 469 acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 22.400 22.385 0.021 64486.72 65146.43 932.967
37 D1 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 32.164 31.877 0.259 100.00
38 D2 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 31.948 31.877 0.259 100.00
39 D3 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 31.541 31.877 0.259 100.00
40 D4 acp-1 STANDARD FAM TAMRA 31.857 31.877 0.259 100.00
42 D6 M 0.1 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 21.836 21.934 0.120 94804.70 88881.84 | 7,139.943
43 D7 M 0.1 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 21.970 21.934 0.120 86527.37 88881.84 | 7,139.943
44 D8 M 0.1 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 22.088 21.934 0.120 79819.39 88881.84 | 7,139.943
45 D9 M 0.1 % acp-1 UNKNOWN FAM TAMRA 21.843 21.934 0.120 94375.88 88881.84 | 7,139.943
49 E1l MON88913-8 STANDARD FAM NFQ-MGB 24.158 24.058 0.086 | 100000.00
50 E2 MON88913-8 STANDARD FAM NFQ-MGB 24.103 24.058 0.086 | 100000.00
51 E3 MON88913-8 STANDARD FAM NFQ-MGB 23.982 24.058 0.086 | 100000.00
52 E4 MON88913-8 STANDARD FAM NFQ-MGB 23.990 24.058 0.086 | 100000.00
54 E6 M 100 % MON88913-8 UNKNOWN FAM NFQ-MGB 24.830 24.849 0.021 60987.23 60201.55 832.768
55 E7 M 100 % MON88913-8 UNKNOWN FAM NFQ-MGB 24.853 24.849 0.021 60052.90 60201.55 832.768

L N )

XXIV



56 E8 M 100 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 24.877 24.849 | 0.021 | 59096.20 | 60201.55 | 832.768

57 E9 M 100 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 24.838 24.849 | 0.021 | 60669.86 | 60201.55 | 832.768

59 E1l NTC MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB | Undetermined

60 E12 NTC MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB | Undetermined

61 F1 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 27.711 27.600 | 0.089 | 10000.00

62 F2 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 27.619 27.600 | 0.089 | 10000.00

63 F3 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 27.573 27.600 | 0.089 | 10000.00

64 F4 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 27.498 27.600 | 0.089 | 10000.00

66 F6 M 10 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 28.451 28.303 | 0.100 5427.36 6003.47 389.423

67 F7 M 10 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 28.233 28.303 | 0.100 6280.24 6003.47 389.423

68 F8 M 10 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 28.271 28.303 | 0.100 6124.44 6003.47 389.423

69 F9 M 10 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 28.257 28.303 | 0.100 6181.83 6003.47 389.423

71 F11 C-MR 186 | MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 38.133 38.133 8.43 8.43

72 F12 C-MR 186 | MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB | Undetermined | 38.133

73 Gl MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 31.154 30.951 | 0.149 1000.00

74 G2 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 30.852 30.951 | 0.149 1000.00

75 G3 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 30.971 30.951 | 0.149 1000.00

76 G4 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 30.827 30.951 | 0.149 1000.00

78 G6 M1 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 31.851 31.805 | 0.040 560.18 578.00 15.301

79 G7 M1 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 31.811 31.805 | 0.040 575.21 578.00 15.301

80 G8 M1 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 31.801 31.805 | 0.040 579.22 578.00 15.301

81 G9 M1 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 31.755 31.805 | 0.040 597.38 578.00 15.301

83 Gl1 C+ MR 469 | MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 24.990 25.119 | 0.182 | 54796.94 | 50471.88 | 6,116.559

84 G12 C+ MR 469 | MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 25.247 25.119 | 0.182 | 46146.82 | 50471.88 | 6,116.559

85 H1 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 34.479 34.431 | 0.071 100.00

86 H2 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 34.500 34.431 | 0.071 100.00

87 H3 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 34.396 34.431 | 0.071 100.00

88 H4 MON88913-8 | STANDARD FAM NFQ-MGB 34.348 34.431 | 0.071 100.00

90 H6 M 0.1 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 35.046 34.980 | 0.319 66.28 70.50 15.360

91 H7 M 0.1 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 35.342 34.980 | 0.319 54.40 70.50 15.360

92 H8 M 0.1 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 34.963 34.980 | 0.319 70.07 70.50 15.360

93 H9 M 0.1 % MON88913-8 | UNKNOWN FAM NFQ-MGB 34.567 34.980 | 0.319 91.25 70.50 15.360
eee
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