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PREFACIO 
 
 
Esta obra de métodos de referencia validados para el análisis de organismos 
genéticamente modificados, por PCR digital, y secuenciación paralela masiva está 
dirigida a los profesionales de instituciones y laboratorios de ensayos que realizan 
mediciones de organismos genéticamente modificados, utilizando las técnicas de 
mayor jerarquía metrológica disponibles actualmente.  
 

Con un sincero agradecimiento a mis colegas del Centro Nacional de Metrología, y 
del Centro Nacional de Referencia De Organismos Genéticamente Modificados de 
SENASICA SAGARPA, que participaron en el desarrollo y validación de métodos, 
becarios ayudantes de proyecto, y a los que en general formaron parte del proyecto 
Fondo CIBIOGEM 267867 
 
 
 
 
 
 
Dra. Melina Pérez Urquiza. Responsable técnico del proyecto FONDO CIBIOGEM 
267867.  
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Estructura del compendio de Métodos de Referencia Validados para el Análisis de 
Organismos Genéticamente Modificados, por PCR digital de gotas y secuenciación 
paralela masiva. 
 
Los Métodos de Referencia para Análisis de Organismos Genéticamente Modificados, por 
PCR digital, y secuenciación paralela masiva, fueron validados en el CENAM usando las 
técnicas de mayor jerarquía metrología disponibles actualmente. Contiene básicamente dos 
tipos distintos de métodos PCR, simplex, en donde se determina cada mensurando de 
manera individual, y dúplex, donde dos mensurandos se determinan en el mismo ensayo. 
Así mismo, la metodología para la determinación cualitativa usando secuenciación paralela 
masiva. 

 

Métodos incluidos en el compendio de métodos de Referencia  
 
Se presentan los protocolos para la determinación de la secuencia de un evento de 
modificación genética (DAS1507, GA21, DAS59122, ó MON1445) ó un marcador de tamiz 
a transgénicos, (promotor 35S ó terminador Nos) respecto a un gen de referencia (hmgA, 
Le1, ó Acp1), presentes ambos genes ó transgénes, en una muestra analítica de acuerdo 
a la tabla 1, abajo adjunta. Los métodos fueron validados usando Materiales de Referencia 
de acuerdo a los requisitos mínimos establecidos en las guías internacionales para las 
técnicas de medición de PCR digital. 
Ambos grupos de protocolos de referencia (PCR digital y secuenciación paralela masiva) 
fueron presentados por técnica de medición, primeramente 7 protocolos para PCR digital y 
a continuación los 7 protocolos de análisis con sus resultados  para secuenciación paralela 
masiva. 
 
Tabla1. Mensurandos y métodos de referencia contenidos en el compendio 
 

Mensurandos 
Métodos 
ddPCR 

Secuenciación 
paralela masiva 

hmgA-tnos Simplex √ 

hmgA-GA21 Simplex √ 
Acp1-MON1445 Duplex √ 
hmgA-DAS59122-7 Duplex √ 

hmgA-DAS01507-1 Duplex √ 

Le1-p35S Duplex √ 
Acp1-p35S Duplex √ 

 
Para la técnica de medición de PCR digital se presenta para cada protocolo: 
  

Las condiciones de amplificación, 
 Programa térmico optimizado, 
 Secuencias de iniciadores y sondas, 
 Preparación de reacciones PCR, 

Determinación de parámetros de desempeño del método como repetibilidad, y       
estimación de la incertidumbre. 
 

Para la técnica de secuenciación paralela masiva, se presenta el procedimiento seguido 
para el análisis in silico hasta la obtención de los resultados. 
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Glosario de definiciones 
 
Organismo Genéticamente Modificado 
 
De acuerdo con el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnología del 
Convenio de Diversidad Biológica, un organismo genéticamente modificado (OGM) es 
definido como cualquier organismo vivo que posea una combinación nueva de material 
genético que haya sido obtenido mediante la aplicación de la biotecnología moderna. El 
proceso de transformación implica insertar una construcción genética en el genoma del 
organismo receptor, que puede ser una planta. La construcción genética está compuesta 
por una secuencia que regula la transcripción del gen codificante (promotor), el gen 
codificante (evento específico) y una secuencia que marca el fin de la transcripción 
(terminador).  
 
Material de Referencia (MR)* 
 
En la actualidad los Materiales de Referencia (MR) son una herramienta importante en la 
determinación de la calidad de las mediciones. Son imprescindibles para proporcionar 
trazabilidad, validar métodos, ensayos de aptitud, evaluación del cumplimiento de la 
acreditación, normalización de protocolos, capacitación, etc.  
 
Material, suficientemente homogéneo y estable respecto a una ó más propiedades 
específicas, las cuales han sido establecidas como adecuadas para el propósito de uso en 
un proceso de medición. 
 
Nota 1. MR es un término genérico 
 
Nota 2. La propiedad puede ser cuantitativa ó cualitativa, por ejemplo identidad de 
substancias ó especies. 
 
Nota 3. Los usos podrían incluir la calibración de un sistema de medición, evaluación de un 
procedimiento de medición, asignar valores a otros materiales, y control de calidad. 
 
Nota 4. ISO/IEC 99:2007 tiene una definición análoga (5.13), pero restringe el término 
“medición” para aplicar a valores cuantitativos. Sin embargo, la Nota 3 de ISO/IEC 99:2007, 
5.13 (VIM), específicamente incluye propiedades cualitativas, llamadas “propiedades 
nominales” 
 
Material de Referencia Certificado (MRC)* 
 
Material de Referencia caracterizado por un procedimiento metrológicamente válido, para 
una ó más propiedades, acompañado por un certificado que proporciona el valor de la 
propiedad específica, su incertidumbre asociada y su trazabilidad metrológica. 
 
Nota 1: el concepto valor incluye propiedades nominales ó atributos cualitativos tales como 
la identidad o secuencia. Las incertidumbres para tales atributos podrían expresarse como 
probabilidades ó niveles de confianza. 
 
* Traducción libre de la Guía ISO 30:2015 
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Sistemas de medición utilizados 
 
Tabla 2. Sistemas de medición utilizados.  

Instrumento Marca Modelo 

PCR digital de gotas BioRad QX200 

Sistema de 
secuenciación paralela 

masiva 

Illumina MiSeq 

Protocolos de medición validados utilizando PCR digital 
en gotas (ddPCR) 
 
Con este sistema se cuantifica el número absoluto de moléculas objetivo de ADN con un 
alto nivel de exactitud, precisión y sensibilidad. Esto se logra mediante el fraccionamiento 
al azar de la muestra de reacción y el ADN en nano gotas que son amplificadas mediante 
PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) punto final.  
El sistema de medición ddPCR o droplet digital PCR, permite la cuantificación directa del 
número de copias presentes en la muestra sin necesidad de utilizar un calibrante. Esto se 
debe a que el volumen de reacción es dividido aproximadamente en 20 000 nano gotas, 
donde se lleva a cabo la reacción de PCR de acuerdo a un programa de termociclaje (tabla 
3), para posteriormente cuantificar el número de copias amplificadas por cada nano gota. 

Preparación de las muestras para la medición 
 
La preparación de las mezclas de reacción y adición del ADN se lleva a cabo en campana 
de flujo laminar vertical para evitar contaminación. 
Para realizar la validación de los métodos se utilizaron los Materiales de Referencia (MR) 
de ADN plasmidico parcialmente linearizados con la enzima SACI, y defosforilados con Calf 
intestinal alkaline phosphatase  (CIAP), indicados a continuación en la tabla 3. Los MR se 
encuentran bajo custodia del CNRDOGMs para ser utilizados por la Red Nacional de 
Laboratorios de Detección, Identificación y Cuantificación de Organismos Genéticamente 
Modificados (RNLD-OGM) coordinada por la CIBIOGEM. 
 
Tabla 3. Materiales de Referencia (MR) utilizados para la validación de los métodos de 
medición de los mensurandos indicados en la columna indicada como inserto. 
 

MR Inserto 

DMR-616a hmgA-tnos 

DMR-617a hmgA-GA21 

DMR-618a Acp1-MON1445 

DMR-619a hmgA-DAS59122-7 

DMR-620a hmgA-DAS01507-1 

DMR-621a Le1-p35S 

DMR-622a Acp1-p35S 

 
Para los DMR 616ª, DMR 617ª, y DMR 618ª. De las muestras seleccionadas al azar, se 
realizó una digestión enzimática, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante de la 
enzima Sac I de NEB, no de catálogo: R0156S.  
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Para los DMR 620ª, DMR 621ª, y DMR 622ª. De las muestras seleccionadas al azar, se 
realizó una digestión enzimática, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante de la 
enzima FastDigest BamH I (catálogo FD005).  

Método dúplex para determinar simultáneamente el promotor 35S con respecto al 
gen de referencia Acp1 
 
Este método dúplex validado para la cuantificación simultánea del promotor 35S con 
respecto al gen de referencia Acp1, utiliza  el programa térmico a continuación descrito en 
la tabla 4. 
 
Tabla 4. Programa térmico optimizado para cuantificar p35S/Acp1 en dúplex. 

Secuencia 
blanco 

Etapa Temperatura Tiempo No. De 
ciclos 

p35S/ 

Acp1 

Desnaturalización inicial 95 °C 15 min. 1 

Desnaturalización 94 °C 15 s 45 

Anillamiento y extensión 58 °C 60 s 

 
Para la cuantificación absoluta de ambos genes se utilizaron las secuencias de iniciadores 
( 1 y 2) y sondas a las concentraciones mostradas en la tabla 5. 
 
Tabla 5. Secuencias y concentraciones de iniciadores y sondas para la amplificación de los 
genes p35S y Acp1. 

Nombre Secuencia Concentración 
de trabajo [µM] 

Concentración  
final [µM] 

p35S  
Iniciador 1 

5’-CGT CTT CAA AGC AAG TGG ATT G-
3’ 

9.0 0.32 

p35S 
Iniciador 2 

5’-TCT TGC GAA GGA TAG TGG GAT T -
3 

9.0 0.32 

p35S s 
onda 

5'- FAM- TCT CCA CTG ACG TAA GGG 
ATG ACG CA'-MGBNFQ 

3.0 0.096 

Acp1  
Iniciador 1 

5'-ATTGTGATGGGACTTGAGGAAGA-3' 3.6 0.16 

Acp1 
 Iniciador 2 

5'-CTTGAACAGTTGTGATGGATTGTG-3' 3.6 0.16 

Acp1  
sonda 

5'-VIC-
ATTGTCCTCTTCCACCGTGATTCCGAA-

MGBNFQ 

1.0 0.048 

 
Para llevar a cabo la reacción de PCR, se prepara una mezcla de reacción con los 
Iniciadores y sondas indicados en la tabla 5 junto con el reactivo Super Mix para sondas 
ddPCR (BioRad) que contiene disolución amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq 
polimerasa, MgCl2 y DNTP´s. 
Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reacción para un volumen final 
de 20 µL por muestra se especifican en la tabla 6. Se realizan mínimo 3 repeticiones de 
cada muestra. 
 
Tabla 6. Componentes de la mezcla de reacción para la cuantificación de p35S y Acp1 
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Método dúplex para la cuantificación simultánea del promotor 35S con respecto al 
gen de referencia Le1 
 
Este método duplex fue desarrollado y validado en el CENAM para la cuantificación 
simultánea del promotor 35S con respecto al gen de referencia Le1.  Para el propósito de 
la cuantificación absoluta de ambos genes se utilizó el programa térmico indicado en la 
tabla 7, y  las secuencias de iniciadores ( 1 y 2) y sondas a las concentraciones de trabajo 
mostradas en la tabla 8. 
 
Tabla 7. Programa térmico diseñado para cuantificar p35S/Le1 en dúplex. 

Secuencia 
blanco 

Etapa Temperatura Tiempo No. De 
ciclos 

p35S/ Le1 Desnaturalización inicial 95 °C 15 min. 1 

Desnaturalización 94 °C 15 s 45 

Anillamiento y extensión 58 °C 60 s 

 
 
Tabla 8. Secuencias y concentraciones para la amplificación de los genes p35S y Le1. 
 

Nombre Secuencia Concentra
ción de 
trabajo 

[µM] 

Concentración  
final [µM] 

p35S 
Iniciador 1 

5’-CGT CTT CAA AGC AAG TGG ATT G-3’ 10.0 0.320 

p35S 
Iniciador 2 

5’-TCT TGC GAA GGA TAG TGG GAT T -3 10.0 0.320 

p35S sonda 5'- FAM- TCT CCA CTG ACG TAA GGG ATG ACG 
CA'-MGBNFQ 

5.0 0.096 

Le1 
Iniciador 1 

5'- CCA GCT TCG CCG CTT CCT TC-3' 6.0 0.160 

Le1 
Iniciador 2 

5'- GAA GGC AAG CCC ATC TGC AAG CC-3' 6.0 0.160 

Le1 sonda 5´-VIC - CTT CAC CTT CTA TGC CCC TGA CAC– 
MGBNFQ 

3.0 0.048 

 

Componente Volumen por reacción 1X (µL) 

Iniciador 1 p35S 0.71 

Iniciador 2 p35S  0.71 

Sonda de gen modificado p35S  0.64 

Iniciador 1 endógeno Acp1  0.89 

Iniciador 2 endógeno Acp1 0.89 

Sonda del gen endógeno Acp1 0.96 

ddPCR Súper Mix para sondas (2x) 10 

Agua grado Biología Molecular 4.2 

ADN ( ≤ 50 ng/µL) 1 

Volumen final de reacción 20 
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Para llevar a cabo la reacción de PCR, se prepara una mezcla de reacción con los 
Iniciadores y sondas indicados en la tabla 8 junto con el reactivo Super Mix para sondas 
ddPCR (BioRad) que contiene disolución amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq 
polimerasa, MgCl2 y DNTP´s. 
Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reacción para un volumen final 
de 20 µL por muestra se especifican en la tabla 9. Se realizan al menos 4 repeticiones de 
cada muestra. 
 
Tabla 9. Componentes de la mezcla de reacción del método dúplex para la cuantificación 
del p35S y Le1 

 

Método dúplex para la cuantificación simultánea del evento DAS-1507 con respecto al 
gen de referencia hmgA 
 
Este método dúplex  fue validado en el CENAM para la cuantificación simultánea del evento 
DAS-1507 con respecto al gen de referencia hmgA. Para la cuantificación absoluta de 
ambos genes se utiliza el programa térmico indicado en la tabla 10, y las secuencias de 
iniciadores ( 1 y 2) y sondas a las concentraciones de trabajo mostradas en la tabla 11. 
 
Tabla 10. Programa térmico diseñado para cuantificar DAS-1507/hmgA en dúplex. 

Secuencia 
blanco 

Etapa Temperatura Tiempo No. de 
ciclos 

DAS-
1507/ 

hmgA 

Desnaturalización inicial 95 °C 15 min. 1 

Desnaturalización 94 °C 15 s 45 

Anillamiento y extensión 58 °C 60 s 

 
Tabla 11. Secuencias y concentraciones para la amplificación de los genes DAS-1507 y 
hmgA. 

Nombre Secuencia  
Concentración 
de trabajo [µM] 

 
Concentración  

final [µM] 

DAS-1507 
Iniciador 1 

5'-GGGATAAGCAAGTAAAAGCGCTC-'3 10 0.500 

DAS-1507 
Iniciador 2 

5'-CCTTAATTCTCCGCTCATGATCAG-3' 10 0.500 

 
Componente Volumen por reacción 1X (µL) 

 

Iniciador 1 p35S 0.64 

Iniciador 2 p35S  0.64 

Sonda de gen modificado p35S  0.38 

Iniciador 1 endógeno Le1  0.53 

Iniciador 2 endógeno Le1 0.53 

Sonda del gen endógeno Le1 0.32 

ddPCR Súper Mix para sondas (2x) 10 

Agua grado Biología Molecular 6 

ADN ( ≤ 50 ng/µL) 1 

Volumen final de reacción 20 
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DAS-1507 
sonda 

5'- FAM-TAACTCAAGGCCCTCACTCCG-
MGBNFQ 

5 0.250 

hmgA 
Iniciador 1 

5’-TTG GAC TAG AA TCT CGT GCT GA-3’ 8 0.180 

hmgA 
Iniciador 2 

5’-GCT ACA TAG GGA GCC TTG TCC T-3’ 8 0.180 

hmgA sonda VIC-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCC 
TA-MGBNFQ 

5 0.090 

 

Para llevar a cabo la reacción PCR, se prepara una mezcla de reacción con los iniciadores 
y sondas indicados en la tabla 11 junto con el reactivo Super Mix para sondas ddPCR 
(BioRad) que contiene disolución amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq polimerasa, 
MgCl2 y DNTP´s. 
Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reacción para un volumen final 
de 20 µL por muestra se especifican en la tabla 12. Se realizan al menos 3 repeticiones de 
cada muestra. 
 
Tabla 12. Componentes de la mezcla de reacción para el método dúplex para la 
cuantificación de DAS-1507 y hmgA 

 

Método dúplex para la cuantificación simultánea del evento DAS-59122 con respecto 
al gen de referencia hmgA 
 
Este método dúplex fue validado en el CENAM para la cuantificación simultánea del evento 
DAS-59122 con respecto al gen de referencia hmgA Para la cuantificación absoluta de 
ambos genes se utiliza el programa térmico indicado en la tabla 13, y las secuencias de 
iniciadores ( 1 y 2) y sondas a las concentraciones de trabajo mostradas en la tabla 14. 
 
Tabla 13. Programa térmico optimizado para cuantificar DAS-59122/hmgA en dúplex. 

Secuencia 
blanco 

Etapa Temperatura Tiempo No. De 
ciclos 

DAS-
59122/ 

hmgA 

Desnaturalización inicial 95 °C 15 min. 1 

Desnaturalización 94 °C 15 s 45 

Anillamiento y extensión 58 °C 60 s 

 

Componente  
Volumen por reacción 1X (µL) 

 

Iniciador 1 DAS-1507 1.00 

Iniciador 2 DAS-1507  1.00 

Sonda de gen modificado DAS-1507  1.00 

Iniciador 1 endógeno hmgA  0.45 

Iniciador 2 endógeno hmgA 0.45 

Sonda del gen endógeno hmgA 0.36 

ddPCR Súper Mix para sondas (2x) 10 

Agua grado Biología Molecular 4.7 

DNA ( ≤ 50 ng/ µL) 1 

Volumen final de reacción 20 
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Tabla 14. Secuencias y concentraciones para la amplificación de los genes DAS-59122 y 
hmgA. 

Nombre Secuencia Concentración 
de trabajo [µM] 

Concentración  
final [µM] 

DAS-59122  
Iniciador 1 

5'-GGGATAAGCAAGTAAAAGCGCTC-'3 10.0 0.25 

DAS-59122 
Iniciador 2 

5'-CCTTAATTCTCCGCTCATGATCAG-3' 10.0 0.25 

DAS-59122 
sonda 

5'-FAM-
TTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAA-

MGBNFQ 

4.0 0.20 

hmgA  
Iniciador 1 

5'-TTG GAC TAG AAA TCT CGT GCT GA-3' 4.0 0.16 

hmgA  
Iniciador 2 

5'-GCT ACA TAG GGA GCC TTG TCC T-3' 5.0 0.16 

hmgA sonda VIC CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCG TA 
MGBNFQ 

 

2.0 0.10 

 

Para llevar a cabo la reacción PCR, se prepara una mezcla de reacción con los Iniciadores 
y sondas indicados en la tabla 14 junto con el reactivo Super Mix para sondas ddPCR 
(BioRad) que contiene disolución amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq polimerasa, 
MgCl2 y DNTP´s. 
Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reacción para un volumen final 
de 20 µL por muestra se especifican en la tabla 15. Se realizan al menos 3 repeticiones de 
cada muestra. 
 
Tabla 15. Componentes de la mezcla de reacción para el método dúplex para la 
cuantificación de DAS-59122 y hmgA 

Método dúplex para la cuantificación simultánea del evento MON-1445 con respecto 
al gen de referencia Acp1 
 
Este método duplex fue validado en el CENAM para la cuantificación simultánea del evento 
MON-1445 con respecto al gen de referencia Acp1. Para la cuantificación absoluta de 

Componente Volumen por reacción 1X (µL) 
 

Iniciador 1 DAS-59122 0.50 

Iniciador 2 DAS-59122  0.50 

Sonda de gen modificado DAS-59122  0.80 

Iniciador 1 endógeno hmgA  0.80 

Iniciador 2 endógeno hmgA 0.80 

Sonda del gen endógeno hmgA 1.00 

ddPCR Súper Mix para sondas (2x) 10.0 

Agua grado Biología Molecular 1.0 

DNA ( ≤ 50 ng/µL) 4.6 

Volumen final de reacción 20 
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ambos genes se utiliza el programa térmico indicado en la tabla 16, y las secuencias de 
iniciadores ( 1 y 2) y sondas a las concentraciones de trabajo mostradas en la tabla 17. 
 
Tabla 16. Programa térmico optimizado para cuantificar MON-1445/Acp1 en dúplex. 

Secuencia 
blanco 

Etapa Temperatura Tiempo No. de 
ciclos 

MON-
1445/ 

Acp1 

Desnaturalización inicial 95 °C 15 min. 1 

Desnaturalización 94 °C 15 s 45 

Anillamiento y extensión 58 °C 60 s 

 
 
Tabla 17. Secuencias y concentraciones para la amplificación de los genes MON-1445 y 
Acp1. 

Nombre Secuencia Conc. de 
trabajo [µM] 

Conc.  final [µM] 

MON-1445 
Iniciador 1 

5'-GGGATAAGCAAGTAAAAGCGCTC-'3 10 0.500 

MON-1445 
Iniciador 2 

5'-CCTTAATTCTCCGCTCATGATCAG-3' 10 0.500 

MON-1445 
sonda 

5'- FAM-TAACTCAAGGCCCTCACTCCG-
MGBNFQ 

5 0.250 

Acp1 Iniciador 
1 

5’-TTG GAC TAG AA TCT CGT GCT GA-3’ 8 0.180 

Acp1 Iniciador 
2 

5’-GCT ACA TAG GGA GCC TTG TCC T-3’ 8 0.180 

Acp1 sonda VIC-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCC TA-
MGBNFQ 

5 0.090 

 

Para llevar a cabo la reacción de PCR, se prepara una mezcla de reacción con los 
Iniciadores y sondas indicados en la tabla 17 junto con el reactivo Super Mix para sondas 
ddPCR (BioRad) que contiene disolución amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq 
polimerasa, MgCl2 y DNTP´s. 
Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reacción para un volumen final 
de 20 µL por muestra se especifican en la tabla 18. Se realizan al menos 3 repeticiones de 
cada muestra. 
 
Tabla 18. Componentes de la mezcla de reacción para método dúplex para la cuantificación 
de MON-1445 y Acp1 

 
Componente 

 
Volumen por reacción 1X (µL) 

 

Iniciador 1 MON-1445 1 

Iniciador 2 MON-1445  1 

Sonda de gen modificado MON-1445  0.80 

Iniciador 1 endógeno Acp1  0.80 

Iniciador 2 endógeno Acp1 0.80 

Sonda del gen endógeno Acp1 1 

ddPCR Super Mix para sondas (2x) 10 

Agua grado Biología Molecular 3.6 
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Métodos simplex para la cuantificación del Evento GA21 con respecto al gen de 
referencia hmgA 
 
Para este caso fueron  validados en el CENAM dos métodos simplex para determinar 
individualmente al Evento GA21, y al gen de referencia hmgA. Para la cuantificación 
absoluta de ambos genes se utilizaron los programas térmicos indicados en las tablas 19 y 
20, así como las secuencias de iniciadores ( 1 y 2) y sondas a las concentraciones de 
trabajo mostradas en la tabla 21. 
 
Tabla 19 Programa térmico optimizado para cuantificar el GA21en  simplex 

Secuencia  Etapa Temperatura Tiempo No. de 
ciclos 

 GA21  Desnaturalización inicial 95 °C 15 min. 1 

Desnaturalización 94 °C 15 s 45 

Anillamiento y extensión 55 °C 60 s 

 
Tabla 20. Programa térmico optimizado para cuantificar el hmgA en  simplex 

Secuencia  Etapa Temperatura Tiempo No. de 
ciclos 

 hmgA Desnaturalización inicial 95 °C 10 min. 1 

Desnaturalización 94 °C 15 s 45 

Anillamiento y extensión 58 °C 60 s 

 
 
Tabla 21. Secuencias y concentraciones de iniciadores para la amplificación de los genes 
GA21 y hmgA. 
 

Nombre Secuencia Concentración 
de trabajo [µM] 

Concentración  
final [µM] 

GA21 
Iniciador 

1 

5'-CTTATCGTTATGCTATTTGCAACTTTAGA-3' 10 0.500 

GA21-
Iniciador 

2 

5' TGGCTCGCGATCCTCCT-3' 10 0.500 

GA21 
sonda 

5'-FAM-
CATATACTAACTCATATCTCTTTCTCAACAGCA

GGTGGGT-MGBNFQ 

5 0.250 

hmgA 
Iniciador 

1 

5’-TTG GAC TAG AA TCT CGT GCT GA-3’ 6 0.300 

hmgA 
Iniciador 

2 

5’-GCT ACA TAG GGA GCC TTG TCC T-3’ 6 0.300 

hmgA 
sonda 

VIC-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCC TA-
MGBNFQ 

3.6 0.180 

 

DNA ( ≤ 50 ng/µL) 1 

Volumen final de reacción 20 
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Para llevar a cabo la reacción PCR, se prepara una mezcla de reacción con los Iniciadores 
y sondas señalados en la tabla 21 junto con el reactivo Super Mix para sondas ddPCR 
(BioRad) que contiene disolución amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq polimerasa, 
MgCl2 y DNTP´s. 
Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reacción para un volumen final 
de 20 µL por muestra se especifican en las tablas 22 y 23. Se realizan al menos 3 
repeticiones de cada muestra. 
 
Tabla 22. Componentes de la mezcla de reacción para el método simplex para la 
cuantificación de GA21 

 
Tabla 23. Componentes de la mezcla de reacción para el método simplex para la 
cuantificación de hmgA 

Métodos simplex para la cuantificación del terminador NOS con respecto al gen de 
referencia hmgA. 
 
Dos métodos simplex  fueron validados en el CENAM para en la cuantificación individual 
del terminador NOS, y del gen de referencia hmgA.  
 
Para la cuantificación absoluta de ambos genes se utilizan los programa térmicos indicados 
en la tablas 20 para el hmgA y  24 para el terminador NOS. Las secuencias de iniciadores 
( 1 y 2) y sondas a las concentraciones de trabajo se presentan en la tabla 25. 
 
 
Tabla 24 Programa térmico optimizado para cuantificar el t-NOS en simplex. 

Secuencia 
blanco 

Etapa Temperatura Tiempo No. De 
ciclos 

 t-NOS/ 
hmgA 

Desnaturalización inicial 95 °C 15 min. 1 

Desnaturalización 94 °C 15 s 45 

Anillamiento y extensión 52 °C 60 s 

Componente Volumen por reacción 1X (µL) 
 

Iniciador 1 GA21 1 

Iniciador 2 GA21  1 

Sonda de gen modificado GA21  1 

ddPCR Súper Mix para sondas (2x) 10 

Agua grado Biología Molecular 6 

DNA digerido con enzima Sac I 1 

Volumen final de reacción 20 

Componente Volumen por reacción 1X (µL) 
 

Iniciador 1 endógeno hmgA  1 

Iniciador 2 endógeno hmgA 1 

Sonda del gen endógeno hmgA 1 

ddPCR Súper Mix para sondas (2x) 10 

Agua grado Biología Molecular 6 

DNA  digerido con enzima Sac I 1 

Volumen final de reacción 20 
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Tabla 25. Secuencias y concentraciones de iniciadores para la amplificación de los genes 
t-NOS y hmgA. 

Nombre Secuencia Conc. de 
trabajo [µM] 

Conc.  
final [µM] 

t-NOS  
Iniciador 1 

5’-CAT GTA ATG CAT GAC GTT ATT TAT G-3’ 20 1.00 

t-NOS  
Iniciador 2 

5’-TTG TTT TCT ATC GCG TAT TAA ATG T-3’ 20 1.00 

t-NOS  
sonda 

FAM-ATG 
GGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAAMGB NFQ 

7 0.384 

hmgA  
Iniciador 1 

5’-TTG GAC TAG AA TCT CGT GCT GA-3’ 5 0.3 

hmgA  
Iniciador 2 

5’-GCT ACA TAG GGA GCC TTG TCC T-3’ 5 0.3 

hmgA  
sonda 

VIC-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCC TA-
MGBNFQ 

3 0.18 

 
Para llevar a cabo la reacción de PCR, se prepara una mezcla de reacción con los 
Iniciadores y sondas señalados en la tabla 25 junto con el reactivo Super Mix para sondas 
ddPCR (BioRad) que contiene disolución amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq 
polimerasa, MgCl2 y DNTP´s. 
Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reacción para un volumen final 
de 20 µL por muestra se especifican en las tablas 26 y 27. Se realizan al menos 3 
repeticiones de cada muestra. 
 
Tabla 26. Componentes de la mezcla de reacción para método simplex para la 
cuantificación de t-NOS. 

  
Tabla 27. Componentes de la mezcla de reacción para el método simplex para la 
cuantificación de hmgA 

Componente Volumen por reacción 1X (µL) 
 

Iniciador 1 endógeno hmgA  1.2 

Iniciador 2 endógeno hmgA 1.2 

Sonda del gen endógeno  1.2 

ddPCR Súper Mix para sondas (2x) 10.0 

Agua grado Biología Molecular 5.4 

DNA ( ≤ 50 ng/µL) 1.0 

Volumen final de reacción 20.0 

Componente Volumen por reacción 1X (µL) 
 

Iniciador 1 t-NOS 1 

Iniciador 2 t-NOS  1 

Sonda de gen modificado t-NOS  1.10 

ddPCR Súper Mix para sondas (2x) 10.0 

Agua grado Biología Molecular 5.9 

DNA ( ≤ 50 ng/µL) 1.0 

Volumen final de reacción 20.0 
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Cálculos para determinar el mensurando de interés y su incertidumbre por ddPCR 

 Determinación de la fracción del número de copias de p35S/Acp1 
 
La concentración en fracción del número de copias del promotor 35S con respecto al gen 
de referencia o endógeno (Acp1), se describe en la ecuación 1. 
 

𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑛𝑢𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 =
𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑝35𝑆

𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝐴𝑐𝑝1
… … … . . 𝐄𝐜𝐮𝐚𝐜𝐢𝐨𝐧 𝟏 

Dónde: 
Copias de p35S: son las copias totales correspondientes el promotor 35S 
Copias del Acp1: son las copias totales correspondientes al gen de referencia 
  

Determinación del número de copias 
 

La concentración total del número de copias para cada gen, se calcula de acuerdo a las 
siguientes ecuaciones. Debido a que es un método dúplex, los factores de dilución de la 
digestión enzimática y el factor de dilución en reacción, son los mismos para cada gen. 
 

𝐶𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑝35𝑆 = 𝑅𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑖𝑠𝑡𝑒𝑚𝑎𝑝35𝑆 ∗ 𝑓𝐷𝑅𝑋𝑁 ∗ 𝑓𝑑𝑑𝑖𝑔.𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎𝑡𝑖𝑐𝑎 …….Ecuación 2 

 
𝐶𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝐴𝑐𝑝1 = 𝑅𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑖𝑠𝑡𝑒𝑚𝑎𝐴𝑐𝑝1 ∗ 𝑓𝐷𝑅𝑋𝑁 ∗ 𝑓𝑑𝑑𝑖𝑔.𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎𝑡𝑖𝑐𝑎 …….Ecuación 3 

 
Dónde: 

Rcopias de p35S y Rcopias Acp1, se obtienen como respuestas directamente del sistema de 
medición de ddPCR 

fDRXN : Es el factor de dilución de la reacción a ser analizado, ya sea para p35S o Acp1. 

fddig enzimática: Es el factor de dilución utilizado en la digestión con la enzima BamHI utilizado 

para cada gen (p35S, Acp1). 
 

Los factores de dilución fDRXN y fddig enzimática se calculan de acuerdo a las ecuaciones 4 y 

5. 

𝑓
𝐷𝑅𝑋𝑁=

𝑚𝑡
𝑚𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

… … … . . 𝐄𝐜𝐮𝐚𝐜𝐢𝐨𝐧 𝟒 

 

𝑓𝑑
𝑑𝑖𝑔 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎=

𝑚𝑡
𝑚𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

… … … . . 𝐄𝐜𝐮𝐚𝐜𝐢𝐨𝐧 𝟓 

Dónde: 

mt: es la masa total de los reactivos para cada analito respectivamente 

mmuestra :es la masa del ADN  presente en la dilución 

 
Fuentes de incertidumbre 

 
Las fuentes de incertidumbre identificadas en la medición son: 

1. Repetibilidad de la medición, incluyendo extracción del ADN, amplificación, equipo 
de medición y el analista. 
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2. Del sistema de medición de acuerdo al intervalo de confianza del 95%, y al modelo 
matemático del sistema, reportado por el fabricante, el cual será verificado y 
contribuido. 

3. Factor de dilución de la digestión enzimática y factor de dilución de reacción para la 
evaluación de número de copias 

 

Estimación de la incertidumbre asociada 
 
Repetibilidad entre muestras 
 
La repetibilidad entre muestras es considerada como la desviación estándar de la fracción 
de copias de cada gen de referencia s (p35S/Acp1) de las muestras analizadas y está 
dado por la ecuación 6.  

𝑢𝑟𝑒𝑝(𝑅𝑝35𝑆/𝐴𝑐𝑝1) =

𝑠 (𝑅
𝑡−

𝑝35𝑆
𝐴𝑐𝑝1

)

√𝑛
. … ..  . 𝐄𝐜𝐮𝐚𝐜𝐢𝐨𝐧 𝟔 

 
Dónde n, es el número de unidades analizadas. 
 
Incertidumbre por el principio de medición del ddPCR 
Se consideraron los valores reportados por el sistema para un intervalo de confianza del 
95% (dato proporcionado por el fabricante del equipo de medición). La diferencia máxima 
y mínima de ese intervalo, se considera como contribución con una distribución 
rectangular, viene dado por la ecuación 7. 
  

𝑢 (𝑠𝑖𝑠𝑡. 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛) =
(𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 − 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑚í𝑛𝑖𝑚𝑎)

2√3
… … … . 𝐄𝐜𝐮𝐚𝐜𝐢ó𝐧 𝟕 

 
 
Factor de dilución de cada reacción y de digestión 
 
La incertidumbre atribuida al factor de dilución se calcula de acuerdo a las magnitudes de 
entrada de las ecuaciones 8 y 9 de la siguiente forma: 
 

𝑢(𝑓𝐷𝑅𝑋𝑁) = √[
𝜕𝑓𝐷𝑅𝑁𝑋

𝜕𝑚𝑚

∗ 𝑢(𝑚𝑚)]
2

+ [
𝜕𝑓𝐷𝑅𝑋𝑁

𝜕𝑚𝑡

∗ 𝑢(𝑚𝑡)]
2

….. Ecuación 8 

 

(𝑓𝑑𝑑𝑖𝑔 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎) = √[
𝜕𝑓𝑑𝑑𝑖𝑔 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎

𝜕𝑚𝑚

∗ 𝑢(𝑚𝑚)]
2

+ [
𝜕𝑓𝑑𝑑𝑖𝑔 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎

𝜕𝑚𝑡

∗ 𝑢(𝑚𝑡)]
2

……Ecuación 9 

 
Incertidumbre estándar combinada del número de copias 
 
Las fuentes de incertidumbre antes mencionadas, se combinaron como incertidumbres 
estándar para obtener el valor de incertidumbre combinada de cada número de copias, 
correspondientes a cada gen, dado por las ecuaciones 10 y 11. 
 
Ecuación 10 
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𝑢(𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝑝35𝑆) = √[
𝜕𝑢(𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝑝35𝑆) 

𝜕𝑓𝐷𝑅𝑋𝑁

]

2

+ [
𝜕𝑢(𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝑝35𝑆) 

𝜕(𝑅𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑝35𝑆)
]

2

+ [
𝜕𝑢(𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝑝35𝑆) 

𝜕𝑓𝑑
𝑑𝑖𝑔 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎𝑡𝑖𝑐𝑎

]

2

+ [𝑢 (𝑠𝑖𝑠𝑡. 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛)]2 

 

Ecuación 11 

𝑢(𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝐴𝑐𝑝1) = √[
𝜕𝑢(𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝐴𝑐𝑝1 

𝜕𝑓𝐷𝑅𝑋𝑁

]

2

+ [
𝜕𝑢(𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝐴𝑐𝑝1) 

𝜕(𝑅𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑎𝑐𝑝1)
]

2

+ [
𝜕𝑢(𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝐴𝑐𝑝1) 

𝜕𝑓𝑑𝑑𝑖𝑔 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎𝑡𝑖𝑐𝑎

]

2

+ [𝑢 (𝑠𝑖𝑠𝑡. 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛)]2 

 
La incertidumbre expandida se estima a partir de la incertidumbre estándar combinada con 
un factor de cobertura k=2 que corresponde a un nivel de confianza del 95%, el modelo del 
cálculo está en la ecuación 12 y 13 respectivamente para gen analizado. 
 

𝑈(𝐶𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝑝35𝑆) = 𝑢𝑐(𝐶𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝑝35𝑆) ∗ 𝑘   ……… Ecuación 12 

 

𝑈(𝐶𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝐴𝑐𝑝1) = 𝑢𝑐(𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠𝐴𝑐𝑝1) ∗ 𝑘   ………Ecuación 13 

 
Incertidumbre estándar combinada para la fracción del número de copias 
 
Las fuentes de incertidumbre antes mencionadas para la fracción del número de copias, se 
combinaron como incertidumbres estándar para obtener el valor de incertidumbre 
combinada de la fracción del número de copias. La ecuación 14 muestra el modelo 
matemático, donde la f corresponde a la fracción de p35S/Acp1 
 

𝑢𝑐(𝑓𝑝35𝑆/𝐴𝑐𝑝1) = √[𝑢𝑟𝑒𝑝(𝑅𝑝35𝑆/𝐴𝑐𝑝1)]
2

+[𝑢𝑠𝑖𝑠𝑡.𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛]2 + [𝑢𝐻]2 ………Ecuación 14 

 
La incertidumbre expandida se estima a partir de la incertidumbre estándar combinada con 
un factor de cobertura k=2 que corresponde a un nivel de confianza del 95%, el modelo del 
cálculo está en la ecuación 15. 
 

𝑈(𝑓𝑝35𝑆/𝐴𝑐𝑝1) = 𝑢𝑐(𝑓𝑝35𝑆/𝐴𝑐𝑝1) ∗ 𝑘   ……… Ecuación 15 

 

Parámetros de desempeño del método por ddPCR  
 
n muestras de ADN fueron seleccionadas y digeridas utilizando una enzima de fácil 
digestión, de acuerdo al protocolo de uso. De cada muestra se realizan 3 repeticiones, 
utilizando el método dúplex ó simplex para determinar la fracción del número de copias. Los 
resultados obtenidos para la repetibilidad del método para la determinación de la fracción 
del número de copias se muestran en la tabla 28. 
 
Tabla 28. Resultados de la fracción del número de copias y repetiblidad del método usando un MR 
 

DMR  
Insertos 

 
n 

Promedio (cp/cp) Desviación estándar 
(cp/cp) 

% CV 
(cp/cp) 

616a hmgA-tnos 5 0.97 0.03 2.9 

617a hmgA-GA21 7 0.99 0.02 1.17 

618a Acp1-MON1445 8 0.98 0.01 0.78 

619a hmgA-DAS59122-7 10 0.95 0.02 1.75 
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620a hmgA-DAS01507-1 8 1.03 0.01 0.7 

621a Le1-p35S 10 1.02 0.01 1.32 

622a Acp1-p35S 11 1.01 0.01 1.04 

 
 
Estimación de la incertidumbre combinada  

El presupuesto de la estimación de incertidumbre asociada a la validación del método esta 
descrita de acuerdo a las fuentes de incertidumbre declaradas con antelación utilizando 
métodos dúplex, y en el caso del método para GA21 y t-NOS de este compendio,  métodos 
simplex, donde las fuentes asociadas se presentan en la tabla 29 para la determinación de 
fracción del número de copias, y en la figura 1 un gráfico de contribución de incertidumbres. 
 
Tabla 29. Contribución en % de las fuentes de incertidumbres para cada material de 
referencia. 

DMR ANOVA(homogeneidad 
del MR) 

Repetibilidad Sistema de medición 

616ª 1.3  4.6 

  4.6 

617ª 0.39 0.44 2.0 

618a 0.13 0.28 1.9 

619a 0.54 0.55 1.8 

620a 0.93 0.24 2.4 

621a 0.73 0.42 1.8 

622a 0.9 0.3 1.8 

 
 
Figura 1. Gráfico de las contribuciones de las fuentes de incertidumbre. 
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Tomando en cuenta las consideraciones indicadas con antelación en este compendio, se 
presenta en la tabla 30, el valor obtenido de la fracción del número de copias, para cada 
DMR y su incertidumbre de medición.  
 
Tabla 30. Valor de la fracción del número de copias en el Material de Referencia e 
incertidumbre obtenida para el Método de Referencia por PCR digital. 

 
DMR 

Analito Fracción en copias 
(cp/cp) 

Incertidumbre  
(cp/cp)  (k=2) 

U 

616ª t-NOS/hmgA 0.97  -0.13 + 0.03 

617a GA21/hmgA 0.99 -0.03 + 0.01 

618a MON-1445/Acp1 0.98 -0.04 +0.02 

619a DAS-59122/hmgA 0.95 ±0.04 

620a DAS-1507/hmgA 1.0 -0.05 

621a p35S/Le1 1.0 -0.04 

622a p35S/Acp1 1.0 -0.04 

 

Protocolos de Determinación y Asignación del valor de la 
relación de fragmentos de ADN específicos contenidos 
en una muestra problema plasmidica por secuenciación 
paralela masiva. 

Descripción de protocolos para las mediciones con el sistema de secuenciación 
paralela masiva 
  
Objetivo Específico 

Secuenciar muestras problema plasmidicas  

 

Confirmar la relación 1:1 del gen de interés y el gen de referencia en la misma secuencia 

por medio de análisis bioinformático. 

 

Desarrollo  

Se inicia con la descarga de los archivos de la página de internet 

https://basespace.illumina.com/apps/ donde se encontraron dos archivos correspondientes 

a las lecturas “forward” y “reverse” del plásmido que contenía la construcción genética. 

Estos archivos se contenían en formato FASTQ por lo que se procedió a utilizar la 

plataforma Galaxy en la página de internet https://usegalaxy.org, donde se importaron los 

archivos y se les realizo un análisis de calidad FASTQC.  

https://basespace.illumina.com/apps/
https://usegalaxy.org/
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En base al gráfico de calidad de secuencia por base, se observó que los valores de PHRED 

obtenidos se encontraban todos dentro de la zona verde, indicándonos una calidad muy 

buena de las lecturas. 

Una vez realizado el análisis de calidad a ambos archivos, se procede a realizar el corte de 
los adaptadores y todas aquellas secuencias que no se pudo determinar cuál nucleótido 
era (N) con la herramienta “FASTQ Quality Trimmer”. Para poder utilizar esta herramienta 
de Galaxy, es necesario realizar un cambio de formato del archivo FASTQ que se importó, 
utilizando la herramienta “FASTQ Groomer”. 

Para los cortes de calidad, se decidió utilizar un valor de PHRED de 36, y que se realizara 
el corte solo del extremo 5’, para remover solo las bases que estuvieran por debajo del valor 
36 de PHRED. El análisis de calidad de la lectura “reverse” contenía una calidad similar. 

Al tener los archivos de los cortes de calidad, se realiza de nuevo el análisis de calidad 
utilizando la herramienta “FASTQC”. Se observó que el gráfico de calidad de secuencia por 
base redujo la longitud de la secuencia y la calidad por base de la secuencia estaba en el 
tope del gráfico, con un valor de PHRED de 38+. 

A las secuencias analizadas y cortadas se les cambio de formato de FASTQ a FASTA con 
las mismas herramientas que proporciona la plataforma Galaxy. Se descargaron ambos 
archivos de formato FASTA para su análisis en el programa Geneious R10 (versión de 
prueba de 15 días). 

Cada archivo de ambas lecturas del plásmido secuenciado, contenían alrededor de dos 
millones de secuencias de aproximadamente 70 bases de longitud. Para la reconstrucción 
del plásmido, es necesario ensamblar estas secuencias al mismo tiempo, las lecturas 
“forward” y “reverse”, por lo que se generó un plásmido teórico para utilizarlo como 
referencia para el ensamble del plásmido secuenciado. 

Acp1-MON 1445 

Se realizó un alineamiento con la secuencia del vector contra la secuencia de la referencia 
(la secuencia de 818 pares de bases) obteniendo una cadena consenso de 3187 pares de 
bases (en el reporte del productor, la cadena debe medir aproximadamente 3184). Como 
se observa en la figura 2, la secuencia de referencia se alinea muy bien al inicio y al final 
de esta con el vector, generándole al vector un gap de 170 pb (la referencia mide 169 pb y 
la T agregada al vector que no está contemplada en la secuencia en formato FASTA), por 
lo que de manera manual se llenó el gap basándonos en la referencia, y se corrigió los 
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basándonos en el vector. 
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Figura 2. Alineamiento de secuencia de referencia Acp1-Mon1445 vs secuencia 
conocida de Vector comercial pGEM T-Easy Vector 

Al manualmente completar la secuencia consenso, generamos el plásmido de referencia 
teórico de vector pGEM T-Easy vector + Acp1-Mon1445 el cual fue utilizado como 
referencia para realizar de nuevo el ensamble de los archivos que contienen las secuencias 
“forward” y “reverse” de Acp1-Mon1445. 

En la figura 3 se muestra el plásmido teórico generado con el alineamiento y la edición 
manual. En verde se marca la región de los genes de acp1 y Mon1445, en gris se marca la 
región de corte de la enzima de restricción HindIII y en amarillo se observa la construcción 
genética completa.
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Figura 3. Secuencia de plásmido teórico utilizado para realizar el ensamble de las 
secuencias obtenidas. 

La figura 4 es la representación circular del plásmido pGEM T-Easy vector + Acp1-Mon1445 
que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos de 
plásmido Acp1-Mon1445 utilizando como referencia el plásmido teórico generado. A este 
ensamble se le hizo una búsqueda para poder observar si la referencia se encontraba más 
de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base 61. 

   
Figura 4. Representación circular de plásmido pGEM T-Easy vector + Acp1-Mon1445. Los 
segmentos verdes representan los genes Acp1 y Mon1445, el segmento gris representa la 
zona de corte de la enzima de restricción HindIII, la zona amarilla representa la construcción 
genética donde se encuentran los genes de Acp1 y Mon1445 y además las veces que se 
repite en el plásmido. 
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El plásmido ensamblado representado en la figura 4, contiene la construcción genética 
Acp1-Mon1445, exactamente en la posición 61 y se encuentra la T extra no contemplada 
en los 3015 pb del vector, por lo que la suma del vector (3015) más la referencia (169) y la 
T no contemplada (1) suman un total de una secuencia de 3185 pb, 1 base más que lo se 
estimó en el reporte del productor del plásmido. 

Continuando con el análisis bioinformático del plásmido, se le detallo la información 
contenida en el vector comercial, ya en el plásmido, así como el lugar de corte de algunas 
enzimas de restricción como se muestra en la figura 5. 

 

Figura 5. Plásmido pGEM T-Easy Vector + Acp1-Mon1445. Se observa la información 
aportada por el proveedor del vector pGEM T-easy Vector, tal como la región β-Lactamasa 
(región de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de 
corte de enzimas de restricción, entre otros. 
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Toda la información de la figura 5 fue buscada en NCBI por medio de la herramienta de 
“Blast” o “Blastp” para confirmar que las secuencias concordaban con la información del 
proveedor. La información del vector se muestra en la figura 6. 

 

Figura 6. Información del Vector comercial pGEM T-easy Vector. 
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hmgA-tNOS 

Se realizó un alineamiento con la secuencia del vector contra la secuencia de la referencia 
(la secuencia de 797 pares de bases) obteniendo una cadena consenso de 3187 pares de 
bases (en el reporte del productor, la cadena debe medir aproximadamente 3185). Como 
se observa en la figura 7, la secuencia de referencia se alinea muy bien al inicio y al final 
de esta con el vector, generándole al vector un gap de 171 pb (la referencia mide 170 pb y 
la T agregada al vector que no está contemplada en la secuencia en formato FASTA), por 
lo que de manera manual se llenó el gap basándonos en la referencia, y se corrigió los 
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basándonos en el vector. 

 

Figura 7. Alineamiento de secuencia de referencia hmgA-tNOS vs secuencia conocida 
de Vector comercial pGEM T-Easy Vector 

Al manualmente completar la secuencia consenso, generamos el plásmido de referencia 
teórico de vector pGEM T-Easy vector + hmgA-tNOS el cual fue utilizado como referencia 
para realizar de nuevo el ensamble de los archivos que contienen las secuencias “forward” 
y “reverse” de hmgA-tNOS. 

En la figura 8 se muestra el plásmido teórico generado con el alineamiento y la edición 
manual. En verde se marca la región de los genes de hmgA y tNOS, en gris se marca la 
región de corte de la enzima de restricción HindIII y en amarillo se observa la construcción 
genética completa. 
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 Figura 8. Secuencia de plásmido teórico utilizado para realizar el ensamble de las 
secuencias obtenidas. 

La figura 9 es la representación circular del plasmido pGEM T-Easy vector + hmgA-tNOS 
que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos de 
plásmido hmgA-tNOS utilizando como referencia el plásmido teórico generado. A este 
ensamble se le hizo una búsqueda para poder observar si la referencia se encontraba más 
de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base 61. 

 

Figura 9. Representación circular de plásmido pGEM T-Easy vector + hmgA-tNOS. Los 
segmentos verdes representan los genes hmgA y tNOS, la zona amarilla representa la 
construcción genética donde se encuentran los genes de hmgA y tNOS y además las veces 
que se repite en el plásmido. 

El plásmido ensamblado representado en la figura 9, contiene la construcción genética 
hmgA-tNOS, exactamente en la posición 61 y se encuentra la T extra no contemplada en 
los 3015 pb del vector, por lo que la suma del vector (3015) más la referencia (170) y la T 
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no contemplada (1) suman un total de una secuencia de 3186 pb, 1 bases más que lo se 
estimó en el reporte del producto entregable del productor. 
 
Continuando con el análisis bioinformático del plásmido, se le detallo la información 
contenida en el vector comercial, ya en el plásmido, así como el lugar de corte de algunas 
enzimas de restricción como se muestra en la figura 10. 

 

Figura 10. Plásmido pGEM T-Easy Vector + hmgA-tNOS. Se observa la información 
aportada por el proveedor del vector pGEM T-easy Vector, tal como la región β-Lactamasa 
(región de resistencia a ampicilina), operón lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de 
corte de enzimas de restricción, entre otros. 

Toda la información de la figura 10 fue buscada en NCBI por medio de la herramienta de 
“Blast” o “Blastp” para confirmar que las secuencias concordaban con la información del 
proveedor. La información del vector se muestra en la figura 6. 
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hmgA-GA21 

Se realizó un alineamiento con la secuencia del vector contra la secuencia de la referencia 
(la secuencia de 828 pares de bases) obteniendo una cadena consenso de 3214 pares de 
bases (en el reporte del productor, la cadena debe medir aproximadamente 3212). Como 
se observa en la figura 11, la secuencia de referencia se alinea muy bien al inicio y al final 
de esta con el vector, generándole al vector un gap de 199 pb (la referencia mide 197 pb y 
la T agregada al vector no está contemplada en la secuencia en formato FASTA), por lo 
que de manera manual se llenó el gap basándonos en la referencia, y se corrigió los 
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basándonos en el vector. 

Figura 11. Alineamiento de secuencia de referencia hmgA-GA21 vs secuencia conocida 
de Vector comercial pGEM T-Easy Vector 

Al manualmente completar la secuencia consenso, generamos el plásmido de referencia 
teórico de vector pGEM T-Easy vector + hmgA-GA21 el cual fue utilizado como referencia 
para realizar de nuevo el ensamble de los archivos que contienen las secuencias “forward” 
y “reverse” de hmgA-GA21. 
En la figura 12 se muestra el plásmido teórico generado con el alineamiento y la edición 
manual. En verde se marca la región de los genes de hmgA y GA21, en gris se marca la 
región de corte de la enzima de restricción HindIII y en rojo se observa la construcción 
genética completa. 
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Figura 12. Secuencia de plásmido teórico utilizado para realizar el ensamble de las 
secuencias obtenidas. 

La figura 13 es la representación circular del plásmido pGEM T-Easy vector + hmgA-GA21 
que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos de 
plásmido hmgA-GA21 utilizando como referencia el plásmido teórico generado. A este 
ensamble se le hizo una búsqueda para poder observar si la referencia se encontraba más 
de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base 61. 
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Figura 13. Representación circular de plásmido pGEM T-Easy vector + hmgA-GA21. Los 
segmentos verdes representan los genes hmgA y GA21, el segmento gris representa la 
zona de corte de la enzima de restricción HindIII, la zona amarilla representa la construcción 
genética donde se encuentran los genes de hmgA y GA21 y además las veces que se repite 
en el plásmido. 

El plásmido ensamblado representado en la figura 13, contiene la construcción genética 
hmgA-GA21, exactamente en la posición 61 y se encuentra la T extra no contemplada en 
los 3015 pb del vector. Al momento de realizar la suma del vector, más la referencia y la T 
extra no contemplada nos da un total de 3213, mientras que en nuestro plásmido tenemos 
una suma de 3214. Se examinó a detalle la cadena del plásmido y encontramos una 
adenina (A) en la posición 259. En base al electroferograma del reporte del productor, esta 
A se encuentra ahí, pero al examinar la secuencia del vector y la secuencia de la 
construcción de referencia, esta A no pertenece a ninguno de los dos por lo que se requiere 
profundizar la razón de la presencia de esta adenina. 
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Algunas posibles razones de esto podrían ser: 
1. Duplicidad de base en la reacción de cadena de la polimerasa. 
2. La cadena de “poli-A” quedo con una A extra en este plásmido (cadena de poli-

A es la que une la referencia con el vector). 
 

Continuando con el análisis bioinformático del plásmido, se le detalló la información 
contenida en el vector comercial, ya en el plásmido, así como el lugar de corte de algunas 
enzimas de restricción como se muestra en la figura 14. 

 

Figura 14. Plásmido pGEM T-Easy Vector + hmgA-GA21. Se observa la información 
aportada por el proveedor del vector pGEM T-easy Vector, tal como la región β-Lactamasa 
(región de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de 
corte de enzimas de restricción, entre otros. 
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Toda la información de la figura 14 fue buscada en NCBI por medio de la herramienta de 
“Blast” o “Blastp” para confirmar que las secuencias concordaban con la información del 
proveedor. La información del vector se muestra en la figura 6. 
 

hmgA- DAS59122 

Se realizó un alineamiento con la secuencia del vector contra la secuencia de la referencia 
(la secuencia de 794 pares de bases) obteniendo una cadena consenso de 3188 pares de 
bases (en el reporte del productor, la cadena debe medir aproximadamente 3186). Como 
se observa en la figura 15, la secuencia de referencia se alinea muy bien al inicio y al final 
de esta con el vector, generándole al vector un gap de 173 pb (la referencia mide 172 pb y 
la T agregada al vector que no está contemplada en la secuencia en formato FASTA), por 
lo que de manera manual se llenó el gap basándonos en la referencia, y se corrigió los 
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basándonos en el vector. 

 

Figura 15. Alineamiento de secuencia de referencia hmgA-DAS59122 vs secuencia 
conocida de Vector comercial pGEM T-Easy Vector 

Al manualmente completar la secuencia consenso, generamos el plásmido de referencia 
teórico de vector pGEM T-Easy vector + hmgA-DAS59122 el cual fue utilizado como 
referencia para realizar de nuevo el ensamble de los archivos que contienen las secuencias 
“forward” y “reverse” de hmgA-DAS59122. 

En la figura 16 se muestra el plásmido teórico generado con el alineamiento y la edición 
manual. En verde se marca la región de los genes de hmgA y DAS59122, en gris se marca 
la región de corte de la enzima de restricción HindIII y en amarillo se observa la construcción 
genética completa. 
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 Figura 16. Secuencia de plásmido teórico utilizado para realizar el ensamble de las 
secuencias obtenidas. 

La figura 17 es la representación circular del plasmido pGEM T-Easy vector + hmgA-
DAS59122 que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos 
de plásmido hmgA-DAS59122 utilizando como referencia el plásmido teórico generado. A 
este ensamble se le hizo una busqueda para poder observar si la referencia se encontraba 
más de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base 
61. 
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Figura 17. Representación circular de plásmido pGEM T-Easy vector + hmgA-DAS59122. 
Los segmentos verdes representan los genes hmgA y DAS59122, la zona amarilla 
representa la construcción genética donde se encuentran los genes de hmgA y 
DAS59122 y además las veces que se repite en el plásmido. 

El plásmido ensamblado representado en la figura 17, contiene la construcción genética 
hmgA-DAS59122, exactamente en la posición 61 y se encuentra la T extra no 
contemplada en los 3015 pb del vector, por lo que la suma del vector (3015) más la 
referencia (172) y la T no contemplada (1) suman un total de una secuencia de 3188 pb, 2 
bases más que lo se estimó en el reporte del producto entregable del productor. 

Continuando con el análisis bioinformático del plásmido, se le detallo la información 
contenida en el vector comercial, ya en el plásmido, así como el lugar de corte de algunas 
enzimas de restricción como se muestra en la figura 18. 

 

Figura 18. Plásmido pGEM T-Easy Vector + hmgA-DAS59122. Se observa la información 
aportada por el proveedor del vector pGEM T-easy Vector, tal como la región β-Lactamasa 
(región de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de 
corte de enzimas de restricción, entre otros. 

Toda la información de la figura 18 fue buscada en NCBI por medio de la herramienta de 
“Blast” o “Blastp” para confirmar que las secuencias concordaban con la información del 
proveedor. La información del vector se muestra en la figura 6. 
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hmgA- DAS1507 

Se realizó un alineamiento con la secuencia del vector contra la secuencia de la referencia 
(la secuencia de 866 pares de bases) obteniendo una cadena consenso de 3162 pares de 
bases (en el reporte del productor, la cadena debe medir aproximadamente 3158). Como 
se observa en la figura 19, la secuencia de referencia se alinea muy bien al inicio y al final 
de esta con el vector, generándole al vector un gap de 145 pb (la referencia mide 144 pb y 
la T agregada al vector que no está contemplada en la secuencia en formato FASTA), por 
lo que de manera manual se llenó el gap basándonos en la referencia, y se corrigió los 
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basándonos en el vector. 

 

Figura 19. Alineamiento de secuencia de referencia hmgA-DAS1507 vs secuencia 
conocida de Vector comercial pGEM T-Easy Vector 

Al manualmente completar la secuencia consenso, generamos el plásmido de referencia 
teórico de vector pGEM T-Easy vector + hmgA-DAS1507 el cual fue utilizado como 
referencia para realizar de nuevo el ensamble de los archivos que contienen las secuencias 
“forward” y “reverse” de hmgA-DAS1507. 

En la figura 20 se muestra el plásmido teórico generado con el alineamiento y la edición 
manual. En verde se marca la región de los genes de hmgA y DAS1507, en gris se marca 
la región de corte de la enzima de restricción HindIII y en amarillo se observa la construcción 
genética completa. 
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    Figura 20. Secuencia de plásmido teórico utilizado para realizar el ensamble de las 
secuencias obtenidas. 

La figura 21 es la representación circular del plásmido pGEM T-Easy vector + hmgA-
DAS1507 que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos 
de plásmido hmgA-DAS1507 utilizando como referencia el plásmido teórico generado. A 
este ensamble se le hizo una búsqueda para poder observar si la referencia se encontraba 
más de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base 
61. 

 

Figura 21. Representación circular de plásmido pGEM T-Easy vector + hmgA-DAS1507. 
Los segmentos verdes representan los genes hmgA y DAS1507, la zona amarilla 
representa la construcción genética donde se encuentran los genes de hmgA y DAS1507 y 
además las veces que se repite en el plásmido. 

El plásmido ensamblado representado en la figura 21, contiene la construcción genética 
hmgA-DAS1507, exactamente en la posición 61 y se encuentra la T extra no contemplada 
en los 3015 pb del vector, por lo que la suma del vector (3015) más la referencia (163) y la 
T no contemplada (1) suman un total de una secuencia de 3160 pb, 2 bases más que lo se 
estimó en el reporte del producto entregable del productor. 

Continuando con el análisis bioinformático del plásmido, se le detallo la información 
contenida en el vector comercial, ya en el plásmido, así como el lugar de corte de algunas 
enzimas de restricción como se muestra en la figura 22. 
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Figura 22. Plásmido pGEM T-Easy Vector + hmgA-DAS1507. Se observa la información 
aportada por el proveedor del vector pGEM T-easy Vector, tal como la región β-Lactamasa 
(región de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de 
corte de enzimas de restricción, entre otros. 

Toda la información de la figura 22 fue buscada en NCBI por medio de la herramienta de 
“Blast” o “Blastp” para confirmar que las secuencias concordaban con la información del 
proveedor. La información del vector se muestra en la figura 6. 
 

Le1-p35S 

Se realizó un alineamiento con la secuencia del vector contra la secuencia de la referencia 
(la secuencia de 831 pares de bases) obteniendo una cadena consenso de 3179 pares de 
bases (en el reporte del proveedor, la cadena debe medir aproximadamente 3174). Como 
se observa en la figura 23, la secuencia de referencia se alinea muy bien al inicio y al final 
de esta con el vector, generándole al vector un gap de 160 pb (la referencia mide 159 pb y 
la T agregada al vector que no está contemplada en la secuencia en formato FASTA), por 
lo que de manera manual se llenó el gap basándonos en la referencia, y se corrigió los 
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basándonos en el vector. 
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Figura 23. Alineamiento de secuencia de referencia Le1-p35S vs secuencia conocida de Vector 
comercial pGEM T-Easy Vector 

Al manualmente completar la secuencia consenso, generamos el plásmido de referencia 
teórico de vector pGEM T-Easy vector + Le1-p35S el cual fue utilizado como referencia 
para realizar de nuevo el ensamble de los archivos que contienen las secuencias 
“forward” y “reverse” de Le1-p35S. 

En la figura 24 se muestra el plásmido teórico generado con el alineamiento y la edición 
manual. En verde se marca la región de los genes de Le1 y p35S, en gris se marca la 
región de corte de la enzima de restricción HindIII y en amarillo se observa la construcción 
genética completa. 
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Figura 24. Secuencia de plásmido teórico utilizado para realizar el ensamble de las 
secuencias obtenidas. 

La figura 25 es la representación circular del plásmido pGEM T-Easy vector + Le1-p35S 
que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos de 
plásmido Le1-p35S utilizando como referencia el plasmido teórico generado. A este 
ensamble se le hizo una búsqueda para poder observar si la referencia se encontraba más 
de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento en la base 61. 
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Figura 25. Representación circular de plásmido pGEM T-Easy vector + Le1-p35S. 
Los segmentos verdes representan los genes Le1 y p35S, el segmento gris 
representa la zona de corte de la enzima de restricción HindIII, la zona amarilla 
representa la construcción genética donde se encuentran los genes de Le1 y p35S 
y además las veces que se repite en el plásmido. 

El plásmido ensamblado representado en la figura 25, contiene la construcción genética 
Le1 p35S, exactamente en la posición 61 y se encuentra la T extra no contemplada en los 
3015 pb del vector, por lo que la suma del vector (3015) más la referencia (159) y la T no 
contemplada (1) suman un total de una secuencia de 3175 pb, 1 base más que lo se estimó 
en el reporte del producto entregable del productor. 

Continuando con el análisis bioinformático del plásmido, se le detallo la información 
contenida en el vector comercial, ya en el plásmido, así como el lugar de corte de algunas 
enzimas de restricción como se muestra en la figura 26. 
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Figura 26. Plásmido pGEM T-Easy Vector + Le1-p35S. Se observa la información aportada 
por el proveedor del vector pGEM T-easy Vector, tal como la región β-Lactamasa (región 
de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de corte 
de enzimas de restricción, entre otros. 

Toda la información de la figura 26 fue buscada en NCBI por medio de la herramienta de 
“Blast” o “Blastp” para confirmar que las secuencias concordaban con la información del 
proveedor. La información del vector se muestra en la figura 6. 
 
 

Acp1-p35S 

Se realizó un alineamiento con la secuencia del vector contra la secuencia de la referencia 
(la secuencia de 831 pares de bases) obteniendo una cadena consenso de 3187 pares de 
bases (en el reporte de UNAM, la cadena debe medir aproximadamente 3179). Como se 
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observa en la figura 27, la secuencia de referencia se alinea muy bien al inicio y al final de 
esta con el vector, generando al vector un gap de 164 pb (la referencia mide 163 pb y la T 
agregada al vector que no está contemplada en la secuencia en formato FASTA), por lo 
que de manera manual se llenó el gap basados en la referencia, y se corrigió los segmentos 
de la referencia que se reportaron como “N” basados en el vector. 

 

Figura 27. Alineamiento de secuencia de referencia Acp1-p35S vs secuencia conocida 
de Vector comercial pGEM T-Easy Vector 

Al manualmente completar la secuencia consenso, generamos el plásmido de referencia 
teórico de vector pGEM T-Easy vector + Acp1-p35S el cual fue utilizado como referencia 
para realizar de nuevo el ensamble de los archivos que contienen las secuencias “forward” 
y “reverse” de Acp1-p35S. 

En la figura 28 se muestra el plásmido teórico generado con el alineamiento y la edición 
manual. En verde se marca la región de los genes de Acp1 y p35S, en gris se marca la 
región de corte de la enzima de restricción HindIII y en amarillo se observa la construcción 
genética completa. 

 

Figura 28. Secuencia de plásmido teórico utilizado para realizar el ensamble de las 
secuencias obtenidas. 
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La figura 29 es la representación circular del plasmido pGEM T-Easy vector + Acp1-p35S 
que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos de 
plásmido Acp1-p35S utilizando como referencia el plásmido teórico generado. A este 
ensamble se le hizo una búsqueda para poder observar si la referencia se encontraba más 
de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base 61. 

 

Figura 29. Representación circular de plásmido pGEM T-Easy vector + Acp1-p35S. Los 
segmentos verdes representan los genes Acp1 y p35S, la zona amarilla representa la 
construcción genética donde se encuentran los genes de Acp1 y p35S y además las veces 
que se repite en el plásmido. 

El plásmido ensamblado representado en la figura 29, contiene la construcción genética 
Acp1-p35S, exactamente en la posición 61 y se encuentra la T extra no contemplada en los 
3015 pb del vector, por lo que la suma del vector (3015) más la referencia (163) y la T no 
contemplada (1) suman un total de una secuencia de 3179 pb, 3 bases más que lo se estimó 
en el reporte del producto entregable del productor. 

Continuando con el análisis bioinformático del plásmido, se le detallo la información 
contenida en el vector comercial, ya en el plásmido, así como el lugar de corte de algunas 
enzimas de restricción como se muestra en la figura 30. 
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Figura 30. Plásmido pGEM T-Easy Vector + Acp1-p35S. Se observa la información 
aportada por el proveedor del vector pGEM T-easy Vector, tal como la región β-Lactamasa 
(región de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de 
corte de enzimas de restricción, entre otros. 

Toda la información de la figura 30 fue buscada en NCBI por medio de la herramienta de 
“Blast” o “Blastp” para confirmar que las secuencias concordaban con la información del 
proveedor. La información del vector se muestra en la figura 6. 
El plásmido calibrante se caracteriza por contener secuencias especificas correspondientes 
a cada mensurando de interés. Para identificar cada una de estas secuencias se utilizó el 
análisis por secuenciación paralela masiva, el cuál identificó la correspondencia con la 
secuencia específica de cada fragmento de los genes de interés. 
La identidad de secuencia del plásmido se determinó mediante el análisis por secuenciación 
sanger por el Centro Nacional de Referencia en Detección de OGM, CNRDOGM y por 
secuenciación paralela masiva de última generación realizada por CENAM, donde se 
encontraron los mismos resultados. La incertidumbre sobre la secuenciación en esas 
condiciones puede considerarse insignificante debido al índice phred de calidad Q [12] 
(ecuaciones 17 y 18) obtenido a partir de las lecturas de secuenciación con un Q=38 lo cual 
indica la probabilidad de nombrar una base de manera incorrecta de 1 en 6 309.6 (P = 
0.000158), con exactitud de 99.985% y puesto que el tamaño del plásmido completo 
contiene 3 178 pb se considera despreciable. 
 
Q = -10log10 P ………………Ecuación 17  
 P = 10-Q/10      ………………Ecuación 18 
 
Dónde:  
Q= quality score 
P= probabilidad 
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De acuerdo a la guía ISO79 Reference Materials for qualitative properties [14].  
 

Ecuación 19………………..  𝑢𝑐 =
𝑃

√3
 

Ecuación 20……………….. U= k*uc 

 
Tabla 31. Número de fragmentos de ADN específicos por plásmido 
 

DMR Mensurando Valor de 
Referencia 

Incertidumbre 
(k=2) 

616ª Terminador NOS 1 2.9e-4 

 Gen de referencia hmgA 1 2.9e-4 

617ª GA21 1 1.8 e-4 

 hmgA 1 1.8 e-4 

618ª MON-1445 1 1.8 e-4 

 Acp1 1 1.8 e-4 

619ª DAS-59122 1 2.9 e-4 

 hmgA 1 2.9 e-4 

620a DAS-1507 1 2.9 e-4 

 hmgA 1 2.9 e-4 

621a Promotor 35S 1 1.8 e-4 

 Gen referencia Le1 1 1.8 e-4 

622a p35S 1 2.9 e-4 

 Acp1 1 2.9 e-4 

Trazabilidad 
El número de fragmentos de Ácido Desoxirribonucelico (ADN) por plásmido se define por 
la identidad estructural del constructo genético dentro del plásmido, es decir, la secuencia. 
La proporción del número de copias entre los dos objetivos (gen trans y gen endógeno) 
igual a 1 fue confirmada por el método de secuenciación paralela masiva.  
La razón del número de copias de las secuencias de las moléculas, fueron cuantificadas 
por un método independiente al anteriormente mencionado, PCR digital, el cual por su 
fundamento de medición es un método de medición potencialmente primario para 
medición de los ácidos desoxirribonucleicos (ADN). El valor de Referencia es trazable al 
sistema internacional de unidades (SI). Ver carta de trazabilidad en la figura 31. 
 
Figura 31. Carta de trazabilidad.
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