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01. Recorrido de la PCR. 3 Generaciones.
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Kary Mullis RT-PCR PCR en tiempo PCR digital Validacion
desarrolla la PCR real MONB&810 dPCR
Permite la creacién Desarrollo de la PCR Amplificacién y Aumentan de LRUE valida
de un gran nimero con transcripcion deteccion simultaneas. manera significativa cuantificacion de
de copias de ADN inversa Uso de sondas publicaciones MONB810 por dPCR
fluorescentes. empleando dPCR
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02. Fundamento de la PCR digital.
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Subdivisidn de la Cada nanogota puede Amplificacion Deteccion y
muestra. Diferente albergar ninguna, una mediante PCR cuantificacion.
en funcién de o varias moléculas de convencional Distribucion de
ddPCR o cdPCR ADN diana Poisson
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02. Fundamento de la PCR digital.

v No necesita curva patrén
v" Medida a punto final (0 6 1)

v' Ma4s precision, mas
sensibilidad

v' Mas tolerante a inhibidores

ALGUNAS
APLICACIONES

v

Variacion en el niumero de
copias (CNV)

Deteccidn de secuencias raras

Expresion génica y analisis de
microARNs

Deteccidn y cuantificacion de
OMGs
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Enddgeno (Ej: hmgA)

Cuantificacion relativa I > Simplex o duplex
Transgénico (Ej: MON 810)
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EXPRESION DE RESULTADOS ddPCR —>

CRM code Event EU reference method raxon-specific target CFcam Ugp (k= 2)
GM maize
ml'_'} M ERME-BF412bk  Btl1 QT-EVE-ZM-015 hmgA QT-TAX-ZM-002 0.37 0.03
‘|,.-L.'c RA — o ] {m ERM®-BF424d DAS59122 QT-EVE-ZM-012 0.34 0.05
ERM®-BF418d 1507 QT-EVE-ZM-010 0.61 0.09
.F'Tlr_'}M + ,HFI'I'.-'J'] s 0407-B GA21 QT-EVE-ZM-007 0.35 0.06
ERM®-BF415f NK 603 QT-EVE-ZM-014 QT-EVE-ZM-008 0.51 0.04
0406-D MONS&017 QT-EVE-ZM-016 0.54 0.06
0906-E MONS9034 ZM-QT-EVE-018 0.58 0.04
ERM®-BF423d MIR604 QT-EVE-ZM-013 0.45 0.03
1208-A2 MIR162 QT-EVE-ZM-022 0.58 0.06
0709-A MON 87460 QT-EVE-ZM-005 0.38 0.10
— ] 0512-A MON 87427 QT-EVE-ZM-003 0.58 0.05
L IJ 7 ERM®-BF433d DAS-400278-9  QT-EVE-ZM-004 0.36 0.05
EF[:RM = H H ] {H}I} ERM®-BF420c 3272 QT-EVE-ZM-019 0.42 0.07
- - 0411-D 5307 QT-EVE-ZM-002 0.36 0.05
l:j' E WerRM ERM®-BF438e VC001981 QT-EVE-ZM-001 0.48 0.05
ERM®-BF411f BI176 QT-EVE-ZM-023 0.65 0.05
ERM®-BF416d MONS63 QT-EVE-ZM-009 0.62 0.08
GM rice
0306-I8 LLRICE62 QT-EVE-05-002 Phospholipase D - PLD QT-TAX-08-017 0.82 0.15
Obtenido de Corbisier et al. (2022) oo
. 0113-A MON 88701 QT-EVE-GH-010 alcohol dehydrogenase - AdhG QT-TAX-GH-018 1.10 0.11
0804-B MON1445 QT-EVE-GH-003 1.05 0.08
0804-D MON15985 QT-EVE-GH-005 0.96 0.08
0804-C MON 531 QT-EVE-GH-004 0.99 0.11
0306-E2 LLCotton25 QT-EVE-GH-002 1.00 0.08
1108-A5 GHBG614 QT-EVE-GH-006 111 0.06
ERM®-BF422d 281-24-236 QT-EVE-GH-001a 0.99 0.17
ERM®-BF422d 3006-210-23 QT-EVE-GH-001b 1.02 0.18
ERM®-BF429¢ T304-40 QT-EVE-GH-009 1.27 0.16
0906-D MON 88913 QT-EVE-GH-007 1.02 0.07
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04. Actualidad y retos del CNA en ddPCR

I Curso BIO RAD y lectura de manuales

Proceso formativo v bibliograffa.

Redacciéon de PNT para equipo:

Puest to del equipo: Fluj
o Zzstfazapzn cr)ut?naegzlzsélistijsjo ‘ Utilizacion y mantenimiento del
0 1oy equipo de PCR digital QX600 AutoDG

. . N2 copias i i N2 copias
MUESTRA | copias/ul | N2 copias i sD copias/ul | N2 copias i sD %OMG
media media
2271,42749] 54514,2593r 0,300801486| 7,21923566
C.NEGO0% | 2166,36182 51992,6836' 53253,47168( 1783,02361 | 0,060562924| 1,45351017 | 5,29836357 | 3,32974108§ 0,02763703

2265,47295 543?1,3496' 0,300931036] 7,22234488

V = Ana’ IiSis de materia |es de ‘ 2219,34277 53264,2266r 0,987446547 | 23,6887171

2165,03076 | 51960,7383| 52612,48242| 921,7054029| 1,021259785 | 24,5102348 | 28,4144297 | 7,47607803) 0,15001948

V : refe renCia y m uest ras de CO nt rOI 2129,33813 | 51104,1152 1543087377 | 37,034337

- 2259,15405 | 54215965973 9,551548004 | 225,237152
v L% CPO51% 2353,45874 | 56483,0098| 55351,35352( 1600,403617 | 9,062800407 | 217,50721 | 225973045 | 7,39536164 |\1,13403352
————— 232595487 55823,877 9,632282257| 231,174774
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04. Actualidad y retos del CNA en ddPCR

y... en un futuro
Francesco Gatto”, Christian Savini ', Maria Grazia Sacco*, Daniela Vinciguerra®,

Gerhard Buttinger °, Philippe Corbisier °, Marco Mazzara?, Hendrik Emons ° Muc h osm é S eve ntos

* Buropean Comrission, Joint Research Centre (JRC), Via Errico Fermi 2749, 21027, lIspra, (VA), Iely
* Buropean: Commission, Joint Research Gentre (JRC), Retieseweg 111, 2440, Geel, Belgium

Gontente lists available at ScienceDirect

Food Control
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Single and multi-laboratory validation of a droplet digital PCR method

Deteccion e identificacion cualitativa de
Organismos Modificados
Genéticamente autorizados en la UE para su
utilizaciéon como
alimentos y/o piensos mediante PCR digital

Determinacién cuantitativa de Organismos
Modificados Genéticamente autorizados en la

UE para su utilizacion como alimentos y/o
piensos mediante PCR digital.
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