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PREFACIO

Esta obra de métodos de referencia validados para el andlisis de organismos
genéticamente modificados, por PCR digital, y secuenciacién paralela masiva esta
dirigida a los profesionales de instituciones y laboratorios de ensayos que realizan
mediciones de organismos genéticamente modificados, utilizando las técnicas de
mayor jerarquia metrolégica disponibles actualmente.

Con un sincero agradecimiento a mis colegas del Centro Nacional de Metrologia, y
del Centro Nacional de Referencia De Organismos Genéticamente Modificados de
SENASICA SAGARPA, que participaron en el desarrollo y validaciéon 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.



Estructura del compendio de Métodos de Referencia Validados para el Andlisis de
Organismos Genéticamente Modificados, por PCR digital de gotas y secuenciacion
paralela masiva.

Los Métodos de Referencia para Analisis de Organismos Genéticamente Modificados, por
PCR digital, y secuenciacion paralela masiva, fueron validados en el CENAM usando las
técnicas de mayor jerarquia metrologia disponibles actualmente. Contiene basicamente dos
tipos distintos de métodos PCR, simplex, en donde se determina cada mensurando de
manera individual, y ddplex, donde dos mensurandos se determinan en el mismo ensayo.
Asi mismo, la metodologia para la determinacion cualitativa usando secuenciacién paralela
masiva.

Métodos incluidos en el compendio de métodos de Referencia

Se presentan los protocolos para la determinacién de la secuencia de un evento de
moadificacion genética (DAS1507, GA21, DAS59122, 6 MON1445) 6 un marcador de tamiz
a transgénicos, (promotor 35S 6 terminador Nos) respecto a un gen de referencia (hmgA,
Lel, 6 Acpl), presentes ambos genes 0 transgénes, en una muestra analitica de acuerdo
a latabla 1, abajo adjunta. Los métodos fueron validados usando Materiales de Referencia
de acuerdo a los requisitos minimos establecidos en las guias internacionales para las
técnicas de medicion de PCR digital.

Ambos grupos de protocolos de referencia (PCR digital y secuenciacion paralela masiva)
fueron presentados por técnica de medicion, primeramente 7 protocolos para PCR digital y
a continuacion los 7 protocolos de analisis con sus resultados para secuenciacion paralela
masiva.

Tablal. Mensurandos y métodos de referencia contenidos en el compendio

Métodos | Secuenciacién

Mensurandos ddPCR paralela masiva
hmgA-tnos Simplex \
hmgA-GA21 Simplex V
Acp1-MON1445 Duplex \
hmgA-DAS59122-7 | Duplex \
hmgA-DAS01507-1 | Duplex N
Le1-p35S Duplex \
Acpl-p35S Duplex \

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

Las condiciones de amplificacion,

Programa térmico optimizado,

Secuencias de iniciadores y sondas,

Preparacion de reacciones PCR,

Determinacion de parametros de desempefio del método como repetibilidad, y
estimacion de la incertidumbre.

Para la técnica de secuenciacion paralela masiva, se presenta el procedimiento seguido
para el andlisis in silico hasta la obtencién de los resultados.



Glosario de definiciones
Organismo Genéticamente Modificado

De acuerdo con el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia del
Convenio de Diversidad Biolégica, un organismo genéticamente modificado (OGM) es
definido como cualquier organismo vivo que posea una combinacion nueva de material
genético que haya sido obtenido mediante la aplicacion de la biotechologia moderna. El
proceso de transformacion implica insertar una construccion genética en el genoma del
organismo receptor, que puede ser una planta. La construccién genética estd compuesta
por una secuencia que regula la transcripcion del gen codificante (promotor), el gen
codificante (evento especifico) y una secuencia que marca el fin de la transcripcion
(terminador).

Material de Referencia (MR)*

En la actualidad los Materiales de Referencia (MR) son una herramienta importante en la
determinacion de la calidad de las mediciones. Son imprescindibles para proporcionar
trazabilidad, validar métodos, ensayos de aptitud, evaluacion del cumplimiento de la
acreditacion, normalizacion de protocolos, capacitacion, etc.

Material, suficientemente homogéneo y estable respecto a una 6 mas propiedades
especificas, las cuales han sido establecidas como adecuadas para el propdsito de uso en
un proceso de medicion.

Nota 1. MR es un término genérico
Nota 2. La propiedad puede ser cuantitativa 6 cualitativa, por ejemplo identidad de
substancias 0 especies.

Nota 3. Los usos podrian incluir la calibracion de un sistema de medicion, evaluacién de un
procedimiento de medicién, asignar valores a otros materiales, y control de calidad.

Nota 4. ISO/IEC 99:2007 tiene una definicion analoga (5.13), pero restringe el término
“medicion” para aplicar a valores cuantitativos. Sin embargo, la Nota 3 de ISO/IEC 99:2007,
5.13 (VIM), especificamente incluye propiedades cualitativas, llamadas “propiedades
nominales”

Material de Referencia Certificado (MRC)*

Material de Referencia caracterizado por un procedimiento metrolégicamente valido, para
una 6 mas propiedades, acompafiado por un certificado que proporciona el valor de la
propiedad especifica, su incertidumbre asociada y su trazabilidad metroldgica.

Nota 1: el concepto valor incluye propiedades nominales 6 atributos cualitativos tales como
la identidad o secuencia. Las incertidumbres para tales atributos podrian expresarse como
probabilidades 6 niveles de confianza.

* Traduccion libre de la Guia ISO 30:2015
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Sistemas de medicion utilizados

Tabla 2. Sistemas de medicién utilizados.

Instrumento Marca Modelo
PCR digital de gotas BioRad QX200
Sistema de lllumina MiSeq
secuenciacion paralela
masiva

Protocolos de mediciéon validados utilizando PCR digital
en gotas (ddPCR)

Con este sistema se cuantifica el nimero absoluto de moléculas objetivo de ADN con un
alto nivel de exactitud, precision y sensibilidad. Esto se logra mediante el fraccionamiento
al azar de la muestra de reaccién y el ADN en nano gotas que son amplificadas mediante
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) punto final.

El sistema de medicién ddPCR o droplet digital PCR, permite la cuantificacién directa del
namero de copias presentes en la muestra sin necesidad de utilizar un calibrante. Esto se
debe a que el volumen de reaccion es dividido aproximadamente en 20 000 nano gotas,
donde se lleva a cabo la reaccion de PCR de acuerdo a un programa de termociclaje (tabla
3), para posteriormente cuantificar el nimero de copias amplificadas por cada nano gota.

La preparacion de las mezclas de reaccion y adicion del ADN se lleva a cabo en campana
de flujo laminar vertical para evitar contaminacion.

Para realizar la validacién 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 continuacion en la tabla 3. Los MR se
encuentran bajo custodia del CNRDOGMs para ser utilizados por la Red Nacional de
Laboratorios de Deteccion, Identificacién y Cuantificacion de Organismos Genéticamente
Modificados (RNLD-OGM) coordinada por la CIBIOGEM.

Tabla 3. Materiales de Referencia (MR) utilizados para la validacion de los métodos de
medicién 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 | Lel-p35S
DMR-622a | Acp1-p35S

Para los DMR 6162, DMR 6172, y DMR 6182. De las muestras seleccionadas al azar, se
realizd una digestion enziméatica, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante de la
enzima Sac | de NEB, no de catalogo: R0156S.



Para los DMR 6202, DMR 621%, y DMR 6222, De las muestras seleccionadas al azar, se
realizd una digestion enzimética, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante de la
enzima FastDigest BamH | (catalogo FD0O5).

Este método duplex validado para la cuantificacion simultdnea del promotor 35S con
respecto al gen de referencia Acpl, utiliza el programa térmico a continuacion descrito en
la tabla 4.

Tabla 4. Programa térmico optimizado para cuantificar p35S/Acpl en duplex.

Secuencia Etapa Temperatura Tiempo No. De
blanco ciclos
p35S/ Desnaturalizacion inicial 95°C 15 min. 1

Acpl Desnaturalizacion 94 °C 15s 45
Anillamiento y extension 58 °C 60 s

Para la cuantificacién absoluta de ambos genes se utilizaron las secuencias de iniciadores
(1y2)ysondas a las concentraciones mostradas en la tabla 5.

Tabla 5. Secuencias y concentraciones de iniciadores y sondas para la amplificaciéon de los
genes p35S y Acpl.

Nombre Secuencia Concentracion Concentracion
de trabajo [pM] final [uM]
p35S 5-CGT CTT CAA AGC AAG TGG ATT G- 9.0 0.32
Iniciador 1 3
p35S 5-TCT TGC GAAGGATAG TGG GAT T - 9.0 0.32
Iniciador 2 3
p35S s 5'- FAM- TCT CCA CTG ACG TAA GGG 3.0 0.096
onda ATG ACG CA'-MGBNFQ
Acpl 5-ATTGTGATGGGACTTGAGGAAGA-3' 3.6 0.16
Iniciador 1
Acpl 5-CTTGAACAGTTGTGATGGATTGTG-3' 3.6 0.16
Iniciador 2
Acpl 5'-VIC- 1.0 0.048
sonda ATTGTCCTCTTCCACCGTGATTCCGAA-
MGBNFQ

Para llevar a cabo la reaccion de PCR, se prepara una mezcla de reaccion con los
Iniciadores y sondas indicados en la tabla 5 junto con el reactivo Super Mix para sondas
ddPCR (BioRad) que contiene disolucion amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq
polimerasa, MgCl, y DNTP’s.

Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reaccion para un volumen final
de 20 pL por muestra se especifican en la tabla 6. Se realizan minimo 3 repeticiones de
cada muestra.

Tabla 6. Componentes de la mezcla de reaccién para la cuantificacion de p35S y Acpl



Componente Volumen por reaccién 1X (uL)

Iniciador 1 p35S 0.71

Iniciador 2 p35S 0.71

Sonda de gen modificado p35S 0.64
Iniciador 1 endégeno Acpl 0.89
Iniciador 2 endbgeno Acpl 0.89
Sonda del gen endogeno Acpl 0.96
ddPCR Super Mix para sondas (2x) 10
Agua grado Biologia Molecular 4.2

ADN ( =50 ng/pL) 1
Volumen final de reaccioén 20

Este método duplex fue desarrollado y validado en el CENAM para la cuantificacion
simultanea del promotor 35S con respecto al gen de referencia Lel. Para el propésito de
la cuantificacion absoluta de ambos genes se utilizé el programa térmico indicado en la
tabla 7, y las secuencias de iniciadores ( 1y 2) y sondas a las concentraciones de trabajo
mostradas en la tabla 8.

Tabla 7. Programa térmico disefiado para cuantificar p35S/Lel en duplex.

Secuencia Etapa Temperatura Tiempo No. De
blanco ciclos
p35S/Lel Desnaturalizacion inicial 95 °C 15 min. 1
Desnaturalizacion 94 °C 15s 45
Anillamiento y extension 58 °C 60 s

Tabla 8. Secuencias y concentraciones para la amplificacion de los genes p35Sy Lel.

Nombre Secuencia Concentra Concentracion
cion de final [uM]
trabajo

[uM]

p35S 5-CGT CTT CAA AGC AAG TGG ATT G-3’ 10.0 0.320
Iniciador 1

p35S 5-TCT TGC GAAGGA TAG TGG GAT T -3 10.0 0.320
Iniciador 2

p35S sonda 5'- FAM- TCT CCA CTG ACG TAA GGG ATG ACG 5.0 0.096

CA'-MGBNFQ

Lel 5-CCAGCTTCGCCGCTT CCT TC-3 6.0 0.160
Iniciador 1

Lel 5'- GAA GGC AAG CCC ATC TGC AAG CC-3 6.0 0.160
Iniciador 2

Lel sonda 5-VIC - CTT CAC CTT CTA TGC CCC TGA CAC- 3.0 0.048

MGBNFQ



Para llevar a cabo la reaccion de PCR, se prepara una mezcla de reaccion con los
Iniciadores y sondas indicados en la tabla 8 junto con el reactivo Super Mix para sondas
ddPCR (BioRad) que contiene disolucion amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq
polimerasa, MgCl, y DNTP’s.

Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reaccion para un volumen final
de 20 pL por muestra se especifican en la tabla 9. Se realizan al menos 4 repeticiones de
cada muestra.

Tabla 9. Componentes de la mezcla de reaccion del método duplex para la cuantificacion
del p35Sy Lel

Componente Volumen por reacciéon 1X (pL)
Iniciador 1 p35S 0.64
Iniciador 2 p35S 0.64

Sonda de gen modificado p35S 0.38
Iniciador 1 enddégeno Lel 0.53
Iniciador 2 enddgeno Lel 0.53

Sonda del gen endogeno Lel 0.32
ddPCR Super Mix para sondas (2x) 10
Agua grado Biologia Molecular 6
ADN ( =50 ng/uL) 1
Volumen final de reaccion 20

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

Tabla 10. Programa térmico disefiado para cuantificar DAS-1507/hmgA en daplex.

Secuencia Etapa Temperatura Tiempo No. de
blanco ciclos
DAS- Desnaturalizacion inicial 95 °C 15 min. 1
1507/ Desnaturalizacion 94 °C 15s 45
hmgA Anillamiento y extension 58 °C 60 s

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

hmgA.
Nombre Secuencia
Concentraciéon Concentracion
de trabajo [uM] final [uM]
DAS-1507 5'-GGGATAAGCAAGTAAAAGCGCTC-'3 10 0.500
Iniciador 1
DAS-1507 5'-CCTTAATTCTCCGCTCATGATCAG-3' 10 0.500
Iniciador 2
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DAS-1507 5'- FAM-TAACTCAAGGCCCTCACTCCG- 5 0.250

sonda MGBNFQ
hmgA 5-TTG GAC TAG AATCT CGT GCT GA-3 8 0.180
Iniciador 1
hmgA 5-GCT ACATAG GGAGCCTTGTCC T-3 8 0.180
Iniciador 2
hmgA sonda VIC-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCC 5 0.090
TA-MGBNFQ

Para llevar a cabo la reaccion PCR, se prepara una mezcla de reaccion con los iniciadores
y sondas indicados en la tabla 11 junto con el reactivo Super Mix para sondas ddPCR
(BioRad) que contiene disolucion amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Tag polimerasa,
MgCl, y DNTP’s.

Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reaccion para un volumen final
de 20 pL por muestra se especifican en la tabla 12. Se realizan al menos 3 repeticiones de
cada muestra.

Tabla 12. Componentes de la mezcla de reaccion para el método duplex para la
cuantificacién de DAS-1507 y hmgA

Componente
Volumen por reaccion 1X (uL)
Iniciador 1 DAS-1507 1.00
Iniciador 2 DAS-1507 1.00
Sonda de gen modificado DAS-1507 1.00
Iniciador 1 endégeno hmgA 0.45
Iniciador 2 endégeno hmgA 0.45
Sonda del gen endégeno hmgA 0.36
ddPCR Super Mix para sondas (2x) 10
Agua grado Biologia Molecular 4.7
DNA (<50 ng/ pL) 1
Volumen final de reaccién 20

Este método duplex fue validado en el CENAM para la cuantificacion simultanea del evento
DAS-59122 con respecto al gen de referencia hmgA Para la cuantificacién absoluta de
ambos genes se utiliza el programa térmico indicado en la tabla 13, y las secuencias de
iniciadores ( 1y 2) y sondas a las concentraciones de trabajo mostradas en la tabla 14.

Tabla 13. Programa térmico optimizado para cuantificar DAS-59122/hmgA en daplex.

Secuencia Etapa Temperatura Tiempo No. De
blanco ciclos
DAS- Desnaturalizacion inicial 95 °C 15 min. 1
59122/ Desnaturalizacion 94 °C 15s 45
hmgA Anillamiento y extension 58 °C 60 s

11



Tabla 14. Secuencias y concentraciones para la amplificacion de los genes DAS-59122 y

hmgA.
Nombre Secuencia
DAS-59122 5'-GGGATAAGCAAGTAAAAGCGCTC-'3
Iniciador 1
DAS-59122 5-CCTTAATTCTCCGCTCATGATCAG-3'
Iniciador 2
DAS-59122 5'-FAM-
sonda TTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAA-
MGBNFQ
hmgA 5-TTG GAC TAG AAA TCT CGT GCT GA-3'
Iniciador 1
hmgA 5-GCT ACATAG GGA GCCTTGTCC T-3'
Iniciador 2
hmgA sonda VIC CAATCC ACA CAAACG CACGCG TA

Concentracion
de trabajo [uM]

10.0

10.0

4.0

4.0

5.0

2.0

Concentracion
final [uM]

0.25

0.25

0.20

0.16

0.16

0.10

MGBNFQ

Para llevar a cabo la reaccién PCR, se prepara una mezcla de reaccion con los Iniciadores
y sondas indicados en la tabla 14 junto con el reactivo Super Mix para sondas ddPCR
(BioRad) que contiene disolucion amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq polimerasa,

MgCl, y DNTP’s.

Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reaccion para un volumen final
de 20 pL por muestra se especifican en la tabla 15. Se realizan al menos 3 repeticiones de

cada muestra.

Tabla 15. Componentes de la mezcla de reaccion para el método diplex para la

cuantificacion de DAS-59122 y hmgA
Componente

Iniciador 1 DAS-59122
Iniciador 2 DAS-59122
Sonda de gen modificado DAS-59122
Iniciador 1 endégeno hmgA
Iniciador 2 endégeno hmgA
Sonda del gen endégeno hmgA
ddPCR Super Mix para sondas (2x)
Agua grado Biologia Molecular
DNA ( =50 ng/pL)
Volumen final de reaccién

Volumen por reaccion 1X (uL)

0.50
0.50
0.80
0.80
0.80
1.00
10.0
1.0
4.6
20

Este método duplex fue validado en el CENAM para la cuantificacion simultanea del evento
MON-1445 con respecto al gen de referencia Acpl. Para la cuantificacion absoluta de

12



ambos genes se utiliza el programa térmico indicado en la tabla 16, y las secuencias de
iniciadores ( 1y 2) y sondas a las concentraciones de trabajo mostradas en la tabla 17.

Tabla 16. Programa térmico optimizado para cuantificar MON-1445/Acpl en daplex.

Secuencia Etapa Temperatura Tiempo No. de
blanco ciclos
MON- Desnaturalizacion inicial 95 °C 15 min. 1
1445/ Desnaturalizacién 94 °C 15s 45
Acpl Anillamiento y extension 58 °C 60 s

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

Acpl.
Nombre Secuencia Conc. de Conc. final [uM]
trabajo [uM]
MON-1445 5'-GGGATAAGCAAGTAAAAGCGCTC-'3 10 0.500
Iniciador 1
MON-1445 5'-CCTTAATTCTCCGCTCATGATCAG-3' 10 0.500
Iniciador 2
MON-1445 5'- FAM-TAACTCAAGGCCCTCACTCCG- 5 0.250
sonda MGBNFQ
Acpl Iniciador 5-TTG GAC TAG AATCT CGT GCT GA-3 8 0.180
1
Acpl Iniciador 5-GCT ACATAG GGAGCC TTGTCC T-3 8 0.180
2
Acpl sonda VIC-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCC TA- 5 0.090

MGBNFQ

Para llevar a cabo la reaccion de PCR, se prepara una mezcla de reaccion con los
Iniciadores y sondas indicados en la tabla 17 junto con el reactivo Super Mix para sondas
ddPCR (BioRad) que contiene disolucion amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq
polimerasa, MgCl, y DNTP’s.

Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reaccion para un volumen final
de 20 pL por muestra se especifican en la tabla 18. Se realizan al menos 3 repeticiones de
cada muestra.

Tabla 18. Componentes de la mezcla de reaccién para método diplex para la cuantificacion
de MON-1445y Acpl

Componente Volumen por reaccion 1X (uL)
Iniciador 1 MON-1445 1
Iniciador 2 MON-1445 1
Sonda de gen modificado MON-1445 0.80
Iniciador 1 endégeno Acpl 0.80
Iniciador 2 endégeno Acpl 0.80
Sonda del gen endoégeno Acpl 1
ddPCR Super Mix para sondas (2x) 10
Agua grado Biologia Molecular 3.6
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DNA ( <50 ng/pL) 1
Volumen final de reaccién 20

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 cuantificacion
absoluta de ambos genes se utilizaron los programas térmicos indicados en las tablas 19 y
20, asi 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 Desnaturalizacion inicial 95 °C 15 min. 1
Desnaturalizacién 94 °C 15s 45
Anillamiento y extension 55°C 60 s

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

Secuencia Etapa Temperatura Tiempo No. de
ciclos
hmgA Desnaturalizacion inicial 95 °C 10 min. 1
Desnaturalizacion 94 °C 15s 45
Anillamiento y extension 58 °C 60 s

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

Nombre Secuencia Concentracién = Concentraciéon
de trabajo [uUM] final [uM]
GA21 5-CTTATCGTTATGCTATTTGCAACTTTAGA-3' 10 0.500
Iniciador
1
GA21- 5' TGGCTCGCGATCCTCCT-3' 10 0.500
Iniciador
2
GA21 5'-FAM- 5 0.250

sonda CATATACTAACTCATATCTCTTTCTCAACAGCA
GGTGGGT-MGBNFQ

hmgA 5-TTG GAC TAG AATCT CGT GCT GA-% 6 0.300
Iniciador
1
hmgA 5-GCT ACATAG GGAGCCTTGTCCT-3 6 0.300
Iniciador
2
hmgA VIC-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCC TA- 3.6 0.180
sonda MGBNFQ
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Para llevar a cabo la reaccién PCR, se prepara una mezcla de reaccion con los Iniciadores
y sondas sefalados en la tabla 21 junto con el reactivo Super Mix para sondas ddPCR
(BioRad) que contiene disolucion amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq polimerasa,
MgCl, y DNTP’s.

Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reaccion para un volumen final
de 20 pL 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 reaccion para el método simplex para la
cuantificacion de GA21

Componente Volumen por reaccion 1X (uL)
Iniciador 1 GA21 1
Iniciador 2 GA21 1
Sonda de gen modificado GA21 1
ddPCR Super Mix para sondas (2x) 10
Agua grado Biologia Molecular 6
DNA digerido con enzima Sac | 1
Volumen final de reaccién 20

Tabla 23. Componentes de la mezcla de reaccion para el método simplex para la
cuantificacion de hmgA

Componente Volumen por reaccion 1X (uL)

Iniciador 1 endégeno hmgA 1
Iniciador 2 endégeno hmgA 1
Sonda del gen endégeno hmgA 1
ddPCR Super Mix para sondas (2x) 10
Agua grado Biologia Molecular 6
DNA digerido con enzima Sac | 1
Volumen final de reaccién 20

Dos métodos simplex fueron validados en el CENAM para en la cuantificacion individual
del terminador NOS, y del gen de referencia hmgA.

Para la cuantificacién 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
(1y 2)ysondas a las concentraciones de trabajo se presentan en la tabla 25.

Tabla 24 Programa térmico optimizado para cuantificar el t-NOS en simplex.

Secuencia Etapa Temperatura Tiempo No. De
blanco ciclos
t-NOS/ Desnaturalizacion inicial 95 °C 15 min. 1
hmgA Desnaturalizacion 94 °C 15s 45

Anillamiento y extension 52 °C 60 s
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Tabla 25. Secuencias y concentraciones de iniciadores para la amplificacion de los genes

t-NOS y hmgA.
Nombre Secuencia Conc. de Conc.
trabajo [uM] final [uM]
t-NOS 5-CAT GTA ATG CAT GAC GTT ATT TAT G-3 20 1.00
Iniciador 1
t-NOS 5-TTGTTT TCT ATC GCG TAT TAAATG T-3 20 1.00
Iniciador 2
t-NOS FAM-ATG 7 0.384
sonda GGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAAMGB NFQ
hmgA 5-TTG GAC TAG AATCT CGT GCT GA-3’ 5 0.3
Iniciador 1
hmgA 5-GCT ACATAG GGAGCCTTG TCC T-3 5 0.3
Iniciador 2
hmgA VIC-CAA TCC ACA CAA ACG CAC GCC TA- 3 0.18
sonda MGBNFQ

Para llevar a cabo la reaccion de PCR, se prepara una mezcla de reaccion con los
Iniciadores y sondas sefalados en la tabla 25 junto con el reactivo Super Mix para sondas
ddPCR (BioRad) que contiene disolucion amortiguadora (buffer) de PCR, enzima Taq
polimerasa, MgCl, y DNTP’s.

Las cantidades de cada reactivo agregadas en la mezcla de reaccion para un volumen final
de 20 pL 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 reaccion para método simplex para la
cuantificacion de t-NOS.

Componente Volumen por reaccion 1X (uL)
Iniciador 1 t-NOS 1
Iniciador 2 t-NOS 1
Sonda de gen modificado t-NOS 1.10
ddPCR Super Mix para sondas (2x) 10.0
Agua grado Biologia Molecular 5.9
DNA (=50 ng/pL) 1.0
Volumen final de reaccién 20.0

Tabla 27. Componentes de la mezcla de reaccion para el método simplex para la
cuantificacion de hmgA

Componente Volumen por reaccion 1X (uL)
Iniciador 1 endégeno hmgA 1.2
Iniciador 2 endégeno hmgA 1.2
Sonda del gen enddgeno 1.2
ddPCR Super Mix para sondas (2x) 10.0
Agua grado Biologia Molecular 54
DNA ( =50 ng/pL) 1.0
Volumen final de reaccién 20.0
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La concentracién en fraccion del nimero de copias del promotor 35S con respecto al gen
de referencia o enddgeno (Acpl), se describe en la ecuacion 1.

. . copias de p35S .
Fraccion del numero de copias = - ver v o... ECuacion 1
copias de Acpl

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

La concentracion total del nimero de copias para cada gen, se calcula de acuerdo a las
siguientes ecuaciones. Debido a que es un método duplex, los factores de dilucién de la
digestion enzimatica y el factor de dilucion en reaccion, son los mismos para cada gen.

Copias p3s55 = Rcopias del sistemaysss * fprxn * fdaig.enzimatica ===+ Ecuacion 2
Copias 4cp1 = Reopias del sistemaycpr * fprxn * [daig.enzimatica «=++=-- Ecuacion 3
Donde:

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

fprxn : Es el factor de dilucién de la reaccion a ser analizado, ya sea para p35S o Acpl.

[dajg enzimatica: Es el factor de dilucion utilizado en la digestion con la enzima BamHI utilizado
para cada gen (p35S, Acpl).

Los factores de dilucion fprxwvy fduig enzimitica S€ calculan de acuerdo a las ecuaciones 4 y
5.

fDRXN:L...........Ecuac1on4
Mpmuestra
fdy; .. my  .u......Ecuacion5
dig enzimatica=———
muestra

Doénde:
me’ es la masa total de los reactivos para cada analito respectivamente
Mnuestra:€S la masa del ADN presente en la diluciéon

Fuentes de incertidumbre
Las fuentes de incertidumbre identificadas en la medicion son:

1. Repetibilidad de la medicién, incluyendo extraccion del ADN, amplificacién, equipo
de medicién y el analista.
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2. Del sistema de medicidn de acuerdo al intervalo de confianza del 95%, y al modelo
matematico del sistema, reportado por el fabricante, el cual sera verificado y
contribuido.

3. Factor de dilucion de la digestion enzimatica y factor de dilucién de reaccion para la
evaluacién de numero de copias

Repetibilidad entre muestras

La repetibilidad entre muestras es considerada como la desviacion estandar de la fraccion
de copias de cada gen de referencia s (p35S/Acpl) de las muestras analizadas y esta

dado por la ecuacion 6.
s <Rt_p355>
Acpl

urep(Rp355/Acp1) = T ..... .Ecuacion 6

Dénde n, es el nUmero de unidades analizadas.

Incertidumbre por el principio de medicion 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 medicién). La diferencia maxima
y minima de ese intervalo, se considera como contribucion con una distribucion
rectangular, viene dado por la ecuacion 7.

(Fraccion maxima — fraccion minima)

2v/3

w . .... Ecuacion 7

u (sist.medicion) =

Factor de dilucién de cada reaccion y de digestién

La incertidumbre atribuida al factor de dilucién se calcula de acuerdo a las magnitudes de
entrada de las ecuaciones 8 y 9 de la siguiente forma:

] 2 10 2 .
u(fprxn) = [M* u(mm)] + [%* u(mt)] ..... Ecuacion 8

amm t

2
d _ afddig enzimitica afddig enzimatica E i6n 9
(fdaig enzimatica) = ||+ u(my)| +|——=xu(my)| ... cuacion

D Om,

Incertidumbre estdndar combinada del nUmero de copias

Las fuentes de incertidumbre antes mencionadas, se combinaron como incertidumbres
estandar para obtener el valor de incertidumbre combinada de cada nimero de copias,
correspondientes a cada gen, dado por las ecuaciones 10y 11.

Ecuacion 10
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0 i 2 d i 2 au(co;m'as ) g
w(copias,sss) = [ u(coPLaSp3ss)] N [ u(copiaspsss) n [ p35S ] + [u (sist. medicién)]?
6fDRXN d (Rcopias de p355) afddig enzimatica

Ecuacion 11

Bycoi z Buconi z B (coi z
u(copiasyepr) = [ u(COpLaSACm] + [ (copiasacp) + [ U(copiasacp) ] + [u (sist.medicién)]?
afDRXN a(chpias de acpl) afddlg enzimatica

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

U(Copiasp355) = uc(Copiasp355) *k o Ecuacion 12

U(CopiasAcpl) = uc(copiasACpl) wkoo Ecuacién 13
Incertidumbre estandar combinada para la fraccion del niumero de copias
Las fuentes de incertidumbre antes mencionadas para la fraccién del nimero de copias, se
combinaron como incertidumbres estandar para obtener el valor de incertidumbre

combinada de la fraccion del nimero de copias. La ecuacién 14 muestra el modelo
matematico, donde la f corresponde a la fraccion de p35S/Acpl

2 .,
uc(fp355/Acp1) = \/[urep(Rp3SS/Acp1)] +[usist.medicion]2 + [uH]2 --------- Ecuacion 14

La incertidumbre expandida se estima a partir de la incertidumbre estdndar combinada con
un factor de cobertura k=2 que corresponde a un nivel de confianza del 95%, el modelo del
calculo esta en la ecuacion 15.

U(fpSSS/ACpl) = uc(fp355/ACp1) * kL Ecuacion 15

n muestras de ADN fueron seleccionadas y digeridas utilizando una enzima de facil
digestion, de acuerdo al protocolo de uso. De cada muestra se realizan 3 repeticiones,
utilizando el método duplex 6 simplex para determinar la fraccion del nimero de copias. Los
resultados obtenidos para la repetibilidad del método para la determinacién de la fraccién
del nUmero de copias se muestran en la tabla 28.

Tabla 28. Resultados de la fraccién del nimero de copias y repetiblidad del método usando un MR

DMR Promedio (cp/cp) Desviacion estandar % CV
Insertos n (cp/cp) (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
621a
622a

hmgA-DAS01507-1
Le1-p35S
Acp1-p35S

8
10
11

1.03
1.02
1.01

Estimacion de la incertidumbre combinada

0.01
0.01
0.01

0.7
1.32
1.04

El presupuesto de la estimacion de incertidumbre asociada a la validacion del método esta
descrita de acuerdo a las fuentes de incertidumbre declaradas con antelacién utilizando
métodos duplex, 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 determinacién de
fraccion del nimero de copias, y en la figura 1 un grafico de contribucion de incertidumbres.

Tabla 29. Contribucién en % de las fuentes de incertidumbres para cada material de

referencia.

6162

6172
618a
619a
620a
621a
622a

DMR ANOVA(homogeneidad Repetibilidad Sistema de medicién
del MR)
1.3 4.6
4.6
0.39 0.44 2.0
0.13 0.28 1.9
0.54 0.55 1.8
0.93 0.24 24
0.73 0.42 1.8
0.9 0.3 1.8
Figura 1. Gréfico de las contribuciones de las fuentes de incertidumbre.
Grafico de contribuciones de p35S/Acp1
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Tomando en cuenta las consideraciones indicadas con antelacién en este compendio, se
presenta en la tabla 30, el valor obtenido de la fraccion del nimero de copias, para cada
DMR y su incertidumbre de medicion.

Tabla 30. Valor de la fraccion del numero de copias en el Material de Referencia e
incertidumbre obtenida para el Método de Referencia por PCR digital.

Analito Fraccion en copias Incertidumbre
DMR (cp/cp) (cplcp) (k=2)
6162 t-NOS/hmgA 0.97 -0.13%- 0.03
617a GA21/hmgA 0.99 -0.03+0.01
618a MON-1445/Acpl 0.98 -0.04 +0.02
619a DAS-59122/hmgA 0.95 +0.04
620a DAS-1507/hmgA 1.0 -0.05
621a p35S/Lel 1.0 -0.04
622a p35S/Acpl 1.0 -0.04

Protocolos de Determinacién y Asignacién del valor de la
relacion de fragmentos de ADN especificos contenidos
en una muestra problema plasmidica por secuenciacién
paralela masiva.

Objetivo Especifico
Secuenciar muestras problema plasmidicas

Confirmar la relacién 1:1 del gen de interés y el gen de referencia en la misma secuencia
por medio de analisis bioinformatico.

Desarrollo
Se inicia con la descarga de los archivos de la pagina de internet
https://basespace.illumina.com/apps/ donde se encontraron dos archivos correspondientes
a las lecturas “forward” y “reverse” del plasmido que contenia la construccion genética.
Estos archivos se contenian en formato FASTQ por lo que se procedio a utilizar la
plataforma Galaxy en la pagina de internet https://usegalaxy.org, donde se importaron los
archivos y se les realizo un andlisis de calidad FASTQC.
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En base al grafico de calidad de secuencia por base, se observo que los valores de PHRED
obtenidos se encontraban todos dentro de la zona verde, indicandonos una calidad muy
buena de las lecturas.

Una vez realizado el andlisis de calidad a ambos archivos, se procede a realizar el corte de
los adaptadores y todas aquellas secuencias que no se pudo determinar cual nucle6tido
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 importo,
utilizando la herramienta “FASTQ Groomer”.

Para los cortes de calidad, se decidi6 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 andlisis de calidad de la lectura “reverse” contenia una calidad similar.

Al tener los archivos de los cortes de calidad, se realiza de nuevo el andlisis de calidad
utilizando la herramienta “FASTQC”. Se observo que el grafico 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 gréfico, 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 andlisis en el programa Geneious R10 (versiéon de
prueba de 15 dias).

Cada archivo de ambas lecturas del plasmido secuenciado, contenian alrededor de dos
millones de secuencias de aproximadamente 70 bases de longitud. Para la reconstruccion
del pladsmido, es necesario ensamblar estas secuencias al mismo tiempo, las lecturas
“forward” y “reverse”, por lo que se generd un plasmido tedrico para utilizarlo como
referencia para el ensamble del plasmido secuenciado.

Se realiz6 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, generandole al vector un gap de 170 pb (la referencia mide 169 pby
la T agregada al vector que no esta contemplada en la secuencia en formato FASTA), por
lo que de manera manual se llené el gap basandonos en la referencia, y se corrigio los
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basandonos en el vector.
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Figura 2. Alineamiento de secuencia de referencia Acpl-Monl1445 vs secuencia
conocida de Vector comercial pPGEM T-Easy Vector

Al manualmente completar la secuencia consenso, generamos el plasmido de referencia
teérico de vector pGEM T-Easy vector + Acpl-Monl1445 el cual fue utilizado como
referencia para realizar de nuevo el ensamble de los archivos que contienen las secuencias
“forward” y “reverse” de Acp1l-Mon1445.

En la figura 3 se muestra el plasmido teérico generado con el alineamiento y la edicion
manual. En verde se marca la region de los genes de acpl y Mon1445, en gris se marca la
region de corte de la enzima de restriccién Hindlll y en amarillo se observa la construccién
genética completa.
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Figura 3. Secuencia de plasmido teérico utilizado para realizar el ensamble de las
secuencias obtenidas.

Lafigura 4 es la representacion circular del plasmido pGEM T-Easy vector + Acpl-Mon1445
que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos de
plasmido Acpl-Mon1445 utilizando como referencia el plasmido teérico generado. A este
ensamble se le hizo una busqueda para poder observar si la referencia se encontraba mas
de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base 61.

Figura 4. Representacion circular de plasmido pGEM T-Easy vector + Acpl-Mon1445. Los
segmentos verdes representan los genes Acpl y Monl1445, el segmento gris representa la
zona de corte de la enzima de restriccion Hindlll, la zona amarilla representa la construccion
genética donde se encuentran los genes de Acpl y Mon1445 y ademas las veces que se
repite en el plasmido.
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El plasmido ensamblado representado en la figura 4, contiene la construccién genética
Acpl-Monl1445, exactamente en la posicién 61 y se encuentra la T extra ho contemplada
en los 3015 pb del vector, por lo que la suma del vector (3015) mas la referencia (169) y la
T no contemplada (1) suman un total de una secuencia de 3185 pb, 1 base mas que lo se
estimo en el reporte del productor del plasmido.

Continuando con el andlisis bioinformatico del plasmido, se le detallo la informacion
contenida en el vector comercial, ya en el plasmido, asi como el lugar de corte de algunas
enzimas de restriccibn como se muestra en la figura 5.

f 53— EcoRI (84
—_—Hindlll (140) _~EcoR

Pet

acp1
Muttiple Cloning f tegion |

T7 RNA promote Mon1445
lac operon »:-;~,|uer|rr:j Multiple Cloning Reg

M13 (fwd) Sph pro: :
M3 (rev) | A\

lac operator |

lac promotel 2
~ lac operon sequence” b
~f1 phage region
B-lactamase promoter
§_- &— lac operator pGEM T-EasyWector + acp1-Mon1445 =
bR 3,185 hp L=

__—[-lactamase coding region

00a't

Figura 5. Plasmido pGEM T-Easy Vector + Acpl-Monl1445. Se observa la informacion
aportada por el proveedor del vector pPGEM T-easy Vector, tal como la regién B-Lactamasa
(region de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de
corte de enzimas de restriccion, entre otros.
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Toda la informacién 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 informacion del

proveedor. La informacion del vector se muestra en la figura 6.

5.D. pGEM®-T Easy Vector Map and Sequence Reference Points

Xemal 2009 T
Scal 1890 Nael 2707 Zml -
\ Aatil
1 o Sonl | 25
Bezl | 31
Neol | 37
- “db
ﬂmy 5, %gl 452
(3015bp) :
Eeor | 70
Notl | 77
gst2l | 77
peil | &8
o sall | 20
Nael | 97
Sacl [109
Bstxi | 118
Nsi |27 g
Tera|™ :
pGEM®-T Easy Vector sequence reference points:
T7 RNA polymerase transcription initiation site 1
multiple cloning region 10-128
SP6 RNA polymerase promoter (—17 to +3) 139-158
SP6 RNA polymerase transcription initiation site 141
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 176-197
lacZ start codon 180
lac operator 200-216
B-lactamase coding region 1337-2197
phage f1 region 2380-2835
lac operon sequences 2836—-2996, 166—-395
pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2949-2972
T7 RNA polymerase promoter (—17 to +3) 2999-3

Figura 6. Informacion del Vector comercial pGEM T-easy Vector.

26



hmgA-tNOS

Se realiz6 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, generandole al vector un gap de 171 pb (la referencia mide 170 pb y
la T agregada al vector que no esta contemplada en la secuencia en formato FASTA), por
lo que de manera manual se llend el gap basandonos en la referencia, y se corrigio los
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basandonos 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 plasmido de referencia
tedrico 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 plasmido teérico generado con el alineamiento y la edicion
manual. En verde se marca la region de los genes de hmgA y tNOS, en gris se marca la
region de corte de la enzima de restriccién Hindlll y en amarillo se observa la construccién
genética completa.
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Figura 8. Secuencia de plasmido tedrico utilizado para realizar el ensamble de las
secuencias obtenidas.

La figura 9 es la representacion circular del plasmido pGEM T-Easy vector + hmgA-tNOS
que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos de
plasmido hmgA-tNOS utilizando como referencia el plasmido te6rico generado. A este
ensamble se le hizo una busqueda para poder observar si la referencia se encontraba mas
de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base 61.

pGEM T-Easy Vector + hmg-tNOS
3,186 bp

Figura 9. Representacion circular de plasmido pGEM T-Easy vector + hmgA-tNOS. Los
segmentos verdes representan los genes hmgA y tNOS, la zona amarilla representa la
construccién genética donde se encuentran los genes de hmgA y tNOS y adem@s las veces
gue se repite en el plasmido.

El plasmido ensamblado representado en la figura 9, contiene la construccién genética
hmgA-tNOS, exactamente en la posicion 61 y se encuentra la T extra no contemplada en
los 3015 pb del vector, por lo que la suma del vector (3015) mas la referencia (170) y la T
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no contemplada (1) suman un total de una secuencia de 3186 pb, 1 bases mas que lo se
estimo en el reporte del producto entregable del productor.

Continuando con el andlisis bioinformatico del plasmido, se le detallo la informacion
contenida en el vector comercial, ya en el plasmido, asi como el lugar de corte de algunas
enzimas de restriccibn como se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Plasmido pGEM T-Easy Vector + hmgA-tNOS. Se observa la informacion
aportada por el proveedor del vector pPGEM T-easy Vector, tal como la region B-Lactamasa
(region de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de
corte de enzimas de restriccién, entre otros.

Toda la informacién 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 informacion del
proveedor. La informacion del vector se muestra en la figura 6.
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hmgA-GA21

Se realiz6 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, generandole al vector un gap de 199 pb (la referencia mide 197 pby
la T agregada al vector no esti contemplada en la secuencia en formato FASTA), por lo
gue de manera manual se llen6 el gap basédndonos en la referencia, y se corrigio los
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basandonos en el vector.

[T
Ieareey ] ———my—

- _imd bl
-G
e 3 pl T -

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 plasmido de referencia
tedrico 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 plasmido ted6rico generado con el alineamiento y la edicion
manual. En verde se marca la regién de los genes de hmgA y GA21, en gris se marca la
region de corte de la enzima de restriccion Hindlll y en rojo se observa la construccion
genética completa.
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Figura 12. Secuencia de plasmido tedrico utilizado para realizar el ensamble de las
secuencias obtenidas.

La figura 13 es la representacion circular del plasmido pGEM T-Easy vector + hmgA-GA21
que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos de
plasmido hmgA-GA21 utilizando como referencia el plasmido tedrico generado. A este
ensamble se le hizo una blsqueda para poder observar si la referencia se encontraba mas
de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base 61.
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Figura 13. Representacién circular de plasmido 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 restriccion Hindlll, la zona amarilla representa la construccion
genética donde se encuentran los genes de hmgAy GA21 y ademas las veces que se repite
en el plasmido.

El plasmido ensamblado representado en la figura 13, contiene la construccion genética
hmgA-GA21, exactamente en la posicién 61 y se encuentra la T extra no contemplada en
los 3015 pb del vector. Al momento de realizar la suma del vector, mas la referenciay la T
extra no contemplada nos da un total de 3213, mientras que en nuestro plasmido tenemos
una suma de 3214. Se examind a detalle la cadena del plasmido y encontramos una
adenina (A) en la posicion 259. En base al electroferograma del reporte del productor, esta
A se encuentra ahi, pero al examinar la secuencia del vector y la secuencia de la
construccioén de referencia, esta A no pertenece a ninguno de los dos por lo que se requiere
profundizar la razén de la presencia de esta adenina.
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Algunas posibles razones de esto podrian ser:
1. Duplicidad de base en la reaccion de cadena de la polimerasa.
2. Lacadena de “poli-A” quedo con una A extra en este plasmido (cadena de poli-
A es la que une la referencia con el vector).

Continuando con el andlisis bioinformatico del plasmido, se le detall6 la informacion
contenida en el vector comercial, ya en el plasmido, asi como el lugar de corte de algunas
enzimas de restriccibn como se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Plasmido pGEM T-Easy Vector + hmgA-GA21. Se observa la informacion
aportada por el proveedor del vector pPGEM T-easy Vector, tal como la regiéon B-Lactamasa
(region de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de
corte de enzimas de restriccion, entre otros.
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Toda la informacion 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 informacion del
proveedor. La informacion del vector se muestra en la figura 6.

hmgA- DAS59122

Se realiz6 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, generandole al vector un gap de 173 pb (la referencia mide 172 pby
la T agregada al vector que no esta contemplada en la secuencia en formato FASTA), por
lo que de manera manual se llené el gap basandonos en la referencia, y se corrigio los
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basandonos en el vector.
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Figura 15. Alineamiento de secuencia de referencia hmgA-DAS59122 vs secuencia
conocida de Vector comercial pPGEM T-Easy Vector

Al manualmente completar la secuencia consenso, generamos el plasmido de referencia
tedrico 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 pldsmido teérico generado con el alineamiento y la edicion
manual. En verde se marca la region de los genes de hmgA y DAS59122, en gris se marca
la regién de corte de la enzima de restriccion Hindlll y en amarillo se observa la construccion
genética completa.
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Figura 16. Secuencia de plasmido tedrico utilizado para realizar el ensamble de las
secuencias obtenidas.

La figura 17 es la representacién circular del plasmido pGEM T-Easy vector + hmgA-
DAS59122 que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos
de plasmido hmgA-DAS59122 utilizando como referencia el plasmido tedrico generado. A
este ensamble se le hizo una busqueda para poder observar si la referencia se encontraba
mas de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base
61.

pGEM T-Easy Vector + hmg-D...
3,188 bp
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Figura 17. Representacion circular de plasmido pGEM T-Easy vector + hmgA-DAS59122.
Los segmentos verdes representan los genes hmgA y DAS59122, la zona amarilla
representa la construccion genética donde se encuentran los genes de hmgA'y
DAS59122 y ademas las veces que se repite en el plasmido.

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

Continuando con el andlisis bioinforméatico del plasmido, se le detallo la informacion
contenida en el vector comercial, ya en el plasmido, asi como el lugar de corte de algunas
enzimas de restriccibn como se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Plasmido pGEM T-Easy Vector + hmgA-DAS59122. Se observa la informacion
aportada por el proveedor del vector pGEM T-easy Vector, tal como la region B-Lactamasa
(region de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de
corte de enzimas de restriccion, entre otros.

Toda la informacién 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 informacion del
proveedor. La informacion del vector se muestra en la figura 6.
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hmgA- DAS1507

Se realiz6 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, generandole al vector un gap de 145 pb (la referencia mide 144 pby
la T agregada al vector que no esta contemplada en la secuencia en formato FASTA), por
lo que de manera manual se llend el gap basandonos en la referencia, y se corrigio los
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basandonos en el vector.

1 500 1,000 1.500 2000 2500 3162

Consensus e
Identity -,
1. pGEM_T_Easy Vector '
2. hmg-DAS1507 ]

Identical Repeats (100bp+) |R.,

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

Al manualmente completar la secuencia consenso, generamos el plasmido de referencia
teérico 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 plasmido tedrico generado con el alineamiento y la edicion
manual. En verde se marca la regién de los genes de hmgA y DAS1507, en gris se marca
la regién de corte de la enzima de restriccion Hindlll y en amarillo se observa la construccion
genética completa.
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Figura 20. Secuencia de plasmido tedrico utilizado para realizar el ensamble de las
secuencias obtenidas.

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

pGEM T-Easy Vector + hm...
3,160 bp

hmg
/ DAS1507

/]

W
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Figura 21. Representacion circular de plasmido pGEM T-Easy vector + hmgA-DAS1507.
Los segmentos verdes representan los genes hmgA y DAS1507, la zona amarilla
representa la construccién genética donde se encuentran los genes de hmgA y DAS1507 y
ademas las veces que se repite en el plasmido.

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

Continuando con el andlisis bioinformatico del plasmido, se le detallo la informacion
contenida en el vector comercial, ya en el plasmido, asi como el lugar de corte de algunas
enzimas de restriccion como se muestra en la figura 22.

38



Aatll (21), Sphl (27 Hlndlll (1

B Necdya8 leléZri)oEc(cz’gab P (230)

& 0y Sal (736 ), Ndel (243), Sacl (2

f

80y
N

lac opero 'n_'~]u nce

M13 (fwd) =p6 pi

:| | pGEM T-Easy Vector + hmg-...
; 3,160 bp

/[Z' Iactama_,r- cc-dme region

Figura 22. Plasmido pGEM T-Easy Vector + hmgA-DAS1507. Se observa la informacion
aportada por el proveedor del vector pPGEM T-easy Vector, tal como la region B-Lactamasa
(region de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de
corte de enzimas de restriccion, entre otros.

Toda la informacion 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 informacion del
proveedor. La informacion del vector se muestra en la figura 6.

Le1-p35S

Se realiz6 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, generandole al vector un gap de 160 pb (la referencia mide 159 pb y
la T agregada al vector que no esta contemplada en la secuencia en formato FASTA), por
lo que de manera manual se llen6 el gap basandonos en la referencia, y se corrigio los
segmentos de la referencia que se reportaron como “N” basandonos 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 plasmido de referencia
tedrico de vector pGEM T-Easy vector + Le1l-p35S el cual fue utilizado como referencia
para realizar de nuevo el ensamble de los archivos que contienen las secuencias
“forward” y “reverse” de Lel-p35S.

En la figura 24 se muestra el plasmido teérico generado con el alineamiento y la edicion
manual. En verde se marca la region de los genes de Lel y p35S, en gris se marca la
region de corte de la enzima de restriccion Hindlll y en amarillo se observa la construcciéon
genética completa.
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Figura 24. Secuencia de plasmido tedrico utilizado para realizar el ensamble de las
secuencias obtenidas.

La figura 25 es la representacion circular del plasmido pGEM T-Easy vector + Lel-p35S
que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos de
plasmido Lel-p35S utilizando como referencia el plasmido tedrico generado. A este
ensamble se le hizo una busqueda para poder observar si la referencia se encontraba mas
de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento en la base 61.
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Figura 25. Representacion circular de plasmido pGEM T-Easy vector + Lel-p35S.
Los segmentos verdes representan los genes Lel y p35S, el segmento gris
representa la zona de corte de la enzima de restriccion Hindlll, la zona amarilla
representa la construccién genética donde se encuentran los genes de Lel y p35S
y ademas las veces que se repite en el plasmido.

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

Continuando con el andlisis bioinformatico del plasmido, se le detallo la informacion
contenida en el vector comercial, ya en el plasmido, asi como el lugar de corte de algunas
enzimas de restriccibn como se muestra en la figura 26.
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Figura 26. Plasmido pGEM T-Easy Vector + Le1-p35S. Se observa la informacion aportada
por el proveedor del vector pGEM T-easy Vector, tal como la regién B-Lactamasa (region
de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de corte
de enzimas de restriccion, entre otros.

Toda la informacién 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 informacion del
proveedor. La informacion del vector se muestra en la figura 6.

Acpl-p35S

Se realiz6 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 pbylaT
agregada al vector que no esti contemplada en la secuencia en formato FASTA), por lo
gue de manera manual se llené el gap basados en la referencia, y se corrigié los segmentos
de la referencia que se reportaron como “N” basados en el vector.

Consensus S ae————————
Identity - iqw. |
| Multiv, | lac.. W
1. pGEM_T _Easy_Vector e
2. acpl-p355 I 5
L.

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

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

En la figura 28 se muestra el plasmido tedrico generado con el alineamiento y la edicion
manual. En verde se marca la region de los genes de Acpl y p35S, en gris se marca la
region de corte de la enzima de restriccion Hindlll y en amarillo se observa la construccion
genética completa.
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Figura 28. Secuencia de plasmido tedrico utilizado para realizar el ensamble de las
secuencias obtenidas.
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La figura 29 es la representacion circular del plasmido pGEM T-Easy vector + Acpl-p35S
que resulto del ensamble de las secuencias “forward” y “reverse” de los archivos de
plasmido Acpl-p35S utilizando como referencia el plasmido teérico generado. A este
ensamble se le hizo una busqueda para poder observar si la referencia se encontraba mas
de una vez, encontrando la presencia de la referencia 1 vez en el segmento de la base 61.

pGEM T-Easy Vector + acp1-p355
3,179 bp

Figura 29. Representacion circular de plasmido pGEM T-Easy vector + Acpl-p35S. Los
segmentos verdes representan los genes Acpl y p35S, la zona amarilla representa la
construccién genética donde se encuentran los genes de Acpl y p35S y ademas las veces
gue se repite en el plasmido.

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

Continuando con el andlisis bioinformatico del plasmido, se le detallo la informacion
contenida en el vector comercial, ya en el plasmido, asi como el lugar de corte de algunas
enzimas de restriccion como se muestra en la figura 30.
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Figura 30. Plasmido pGEM T-Easy Vector + Acpl-p35S. Se observa la informacion
aportada por el proveedor del vector pGEM T-easy Vector, tal como la regién B-Lactamasa
(region de resistencia a ampicilina), operon lactosa, promotores, zonas de oligos, zonas de
corte de enzimas de restriccion, entre otros.

Toda la informacion 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 informacion del
proveedor. La informacion del vector se muestra en la figura 6.

El plasmido calibrante se caracteriza por contener secuencias especificas correspondientes
a cada mensurando de interés. Para identificar cada una de estas secuencias se utilizo el
andlisis por secuenciacion paralela masiva, el cudl identificé la correspondencia con la
secuencia especifica de cada fragmento de los genes de interés.

La identidad de secuencia del plasmido se determind mediante el andlisis por secuenciacion
sanger por el Centro Nacional de Referencia en Detecciéon de OGM, CNRDOGM vy por
secuenciacién paralela masiva de Ultima generacion realizada por CENAM, donde se
encontraron los mismos resultados. La incertidumbre sobre la secuenciacion en esas
condiciones puede considerarse insignificante debido al indice phred de calidad Q [12]
(ecuaciones 17 y 18) obtenido a partir de las lecturas de secuenciacion 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 tamafio del plasmido completo
contiene 3 178 pb se considera despreciable.

Q=-10l0g10 P .eevveean Ecuacion 17
P=109"° ... Ecuacion 18
Donde:

Q= quality score
P= probabilidad
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De acuerdo a la guia ISO79 Reference Materials for qualitative properties [14].

Ecuacién 19
Ecuacién 20

- £
.................... U, = N
.................... U= k*u.

Tabla 31. Numero de fragmentos de ADN especificos por plasmido

DMR Mensurando Valor de Incertidumbre
Referencia (k=2)
6162 Terminador NOS 1 2.9e-4
Gen de referencia hmgA 1 2.9e-4
6172 GA21 1 1.8e-4
hmgA 1 1.8e4
6182 MON-1445 1 1.8e-4
Acpl 1 1.8e-4
6192 DAS-59122 1 29e-4
hmgA 1 29e4
620a DAS-1507 1 29¢e*
hmgA 1 2.9e*
621a Promotor 35S 1 1.8e-4
Gen referencia Lel 1 1.8e-4
622a p35S 1 29e-4
Acpl 1 29e4

Trazabilidad

El nimero de fragmentos de Acido Desoxirribonucelico (ADN) por plasmido se define por
la identidad estructural del constructo genético dentro del plasmido, es decir, la secuencia.
La proporcién del numero de copias entre los dos objetivos (gen trans y gen enddégeno)
igual a 1 fue confirmada por el método de secuenciacion paralela masiva.
La razén del numero 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 medicion es un método de medicion potencialmente primario para
medicién de los acidos desoxirribonucleicos (ADN). El valor de Referencia es trazable al
sistema internacional de unidades (Sl). Ver carta de trazabilidad en la figura 31.

Figura 31. Carta de trazabilidad.
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