ENVIRGLOGIX

Aspectos sobresalientes

Limite de deteccion 0.5%
(1 semilla transgénica en
200 semillas
convencionales; o 2
semillastransgénicasen
400 semillas
convencionales)

Resultados en 10 minutos
0 menos

Disponible en kits de 100
tiras, o en empaques de
alto volumen

Contenido del Kit

100 tiras QuickStix
empacadas en 2 tubos

disecantes resistentes a la

humedad
100 pipetas desechables

100 frascos de reaccion
desechables

Buffer EB7 concentrado
15x

M ateriales Requiridos No
Incluidos:

- Triturador marcaWaring
modelo 31BL91 (o su
equivalente )

- Adaptador paralajarra
de vidrio (marca
Eber bach modelo E8495)

- Jarradevidrio

- Tapa protectora de
plastico para cubrir la
jarrade vidrio mientras
latrituradora esté
prendida.

Cilindro graduado (para
disolver el Buffer)

El Kit QuickStix AP
para CrylAc
en Semilla de Algodon

Numero de Catdlogo AS 003 AP
Proposito del Kit

El Kit de EnviroLogix “QuickStix AP para CrylAc en Semilla de Algoddn” hasido
disefiado para extraer y detectar la presencia adventicia de la proteina CrylAc en los
niveles que son tipicamente expresados en semilla de algodén transgénico. La secuencia
genética que produce la proteina CrylAc deriva del microorganismo Bacillus
thuringiensis, comunmente denominado “Bt”.

Basado en pruebas realizadas con semillas Bollgard®, € Iimite de deteccién de este Kit
es 0.5% @ semilla positiva en un lote de 200 semillas convencionales, o 2 semillas
positivas en un lote de 400 semillas convencionales). El Kit descrito en este protocolo
no fué disefiado para realizar pruebas con tejido vegetal (hojas de algodén) o con
semillas individuales. En ese caso €l Kit aplicable es é que lleva el nimero de catalogo
ASO003LS.

NOTA: Si esta prueba arroja un resultado negativo en extracto de semilla de agodén,
no elimina la posibilidad de que exista algin otro material transgénico en la muestra,
quenoseaCrylAc.

Como FuncionalaTira

Para detectar la proteina Cry1Ac con este Kit, en primer lugar se debe triturar la muestra
compuesta de semillas deslintadas y luego mezclarla con el Buffer, con el fin de extraer
y solubilizar laproteina de interés.

En cada punta de las Tiras QuickStix hay una “amohada’ absorbente recubierta por una
cinta protectora. La punta de la Tira que debe insertarse dentro del frasco de reaccion es
la punta que presenta una flecha impresa en la cinta protectora. La muestra fluye hacia
arriba sobre la membrana de la Tira'y se absorbe por la almohada ubicada en la parte
superior de lamisma.

La parte central de la Tira -ubicada entre la cinta con la flecha y la amohada absorbente
en la cabecera- es donde se observan los resultados de las reacciones descritas a
continuacién bajo el titulo“Interpretando |os Resultados’.

Evite doblar las Tiras.

Preparacion delas Muestras

Para preparar el Buffer, mezcle la botella entera del concentrado 15x con 14 litrosde
agua destilada o desionizada. Almacene el Buffer a temperatura ambiente.

1. Enfuncién de la cantidad de semillas que se vaya a muestrear, el siguiente cuadro
indica el tamafo de jarra que se debe utilizar, el lapso apropiado para €l triturado y
el volumen de Buffer que se debe afiadir.

Tipo de Tamafio de Taltm_ano el Lgpsoagel Volumen de
semilla la muestra ajara UL 9 Buffer (mL)
(onzas) (segundos)
deslintado | 400 semillas 8 20 140 +5
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2. Elijalajarra del tamafio que corresponda al tamafio de la muestra; cuente €l nimero
apropiado de semillas; vacie las semillas dentro de la jarra; enrosque el adaptador y
lahgjillarotativa a la jarra, como si fuese su tapa. BH adaptador y la hojilla rotativa
se ensamblan con un sello de caucho en forma de aro (el aro viene con el
adaptador).

3. Unavez que el adaptador y la hojilla rotativa estan bien enroscados a la jarra,
invierta el conjunto, encjelo sobre la trituradora y coloque la tapa protectora de
plastico encima de lajarra (vealafoto superior amano izquierda).

4. Utilizando €l triturador en alta velocidad, triture la muestra durante 20 segundos;
luego retire lajarra de latrituradora y desenrosque el adaptador.

5. Agregue el volimen apropiado de Buffer al contenido triturado que esta dentro de la
jarra. Bl volumen apropiado estd indicado en € cuadro arriba, en funcion
tamafio de lamuestratrituraday el tamafio de lajarra corrrespondiente.

6. Cierre la jarra con su tapa normal y sacUdala vigurosamente por unos 10-15
segundos hasta que la muestra triturada esté totalmente inundada por el liquido.
Antes de retirar liquido de la jarra para correr la Tira, deje que la jarra quede
inmdvil sobre el mesdn de trabajo por aproximadamente un minuto, hasta que el
sedimento se haya reposado al fondo (vealafoto amano izquierda).

7. Unavez que € sedimento esté reposado al fondo de la jarra, sin mover la misma,
utilice la pipeta desechable para succionar el liquido libre de sedimentosen la parte
superior de la jarra. Liene la pipeta hastalalinea indicadora que esta trazada en €l
costado superior del embudo de la pipeta (vea la foto a mano izquierda). Vacie el

‘- \ contenido de la pipeta dentro del frasco de reaccion (vea la foto superior en la

Adaptador para ks *|| proxima pagina).

ot iRl 8. IMPORTANTE: Para evitar contaminacion cruzada, inmediatamente después de

trabajar con cada muestra es imprescindible limpiar a fondo la jarra de vidrio, la
trituradora, sus componentes y el meson de trabgo, asi eliminando totalmente
residuos asociados a la muestra anterior. Las pipetas y frascos de reaccién son
desechables y deben botarse inmediatamente después de su primer uso. Cada
muestrarequiere el uso de una nueva pipetay un nuevo frasco de reaccion.

9. Este Kit arroja los mejores resultados cuando la Tira se corre inmediatamente
después del proceso de extraccion descrito en lossusodichos puntos 4, 5y 6.

Como Correr la Tira QuickStix

1. Antes de abrir € tubo disecante refrigerado que empaca las Tiras, permita que el
- - mismo llegue a temperatura ambiente. Saque solamente la Tira a ser utilizada de
Al llenar la pipeta, evitelas inmediato. Evite doblar las Tiras Vuelva a cerrar e tubo disecante inmediatamente

particulas sedimentadas al después de sacar la Tiraa ser utilizada.
fondo delajarra

2. Coloque laTira dentro del frasco de reaccién unavez completado el paso # 7 en la
seccion anterior “Preparacion de las Muestras’. La muestra fluira hacia la parte
superior de la tira. Los frascos de reaccion se pueden parar solos o dentro de los
recortes delagradilla de cartulinaque viene incluida en el Kit.

3. LaTira debe desarrollarse por 10 minutos completos dentro del frasco de reaccion.
\ Luego séquela del frasco para interpretar 1os resultados. Resultados positivos son

oo capaces de manifestarse de manera obvia antes de |os mencionados 10 minutos.
Liene la pipeia

hasta acd 4. Para preservar la Tira reaccionada, corte y deseche la parte inferior de la Tira que
esta recubierta por la cinta protectora con la flecha. Hecho esto, se recomienda
pegar la Tira (utilizando tape comun y corriente) dentro de un cuaderno de
laboratorio.

Rev. 07-11-06



Kit QuickStix™ AP para CrylAc en Semilla de Algodén
Pagina 3 de 5

Vacie la pipeta dentro del
frasco dereaccion y cologue
la tira dentro del mismo por
10 minutos
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Cualquier “ Linea de
Resultados’ rosada que
aparezca debe interpretarse
como un resultado positivo

| nter pretando los Resultados

Los resultados de las Tiras reaccionadas se interpretan mediante lectura de dos lineas de
color rosado que aparecen en la seccién central de la Tira, segin se observa en la
siguiente fotografia.

La “Linea de Control” es la superior y la “Linea de Resultados’
eslainferior.

La Unica funcion de la “Linea de Control” es indicar que la Tira

g funciond correctamente. Por ende la “Linea de Control” siempre

s debe manifestarse en una Tira reaccionada. En dado caso quela

“Linea de Control” no se manifiesta, la Tira debe considerarse
invaliday la prueba debe repetirse con una Tiranueva.

=~ Coa K Ling
el L —_

f I La funcion de la “Linea de Resultados’ es indicar si una muestra
d es positiva o negativa paralaproteinadeinterés, CrylAc.

I S una nuestra contiene CrylAc en cualquier cuantia que sea

igual 0o mayor a limite de deteccion del 0.5%, la “Linea de

Resultados’ se manifestara, indicando que la muestra se debe considerar positiva. En

cambio, si después de transcurrido el periodo de reaccién de 10 minutos, la “Linea de

Resultados” no se manifiesta, eso significa que la muestra no contiene la proteina de
interés (CrylAc) o la contiene en una cuantiainferior al limite de deteccion.

Independientemente de lo que ocurra en la “Linea de Resultados’, la “Linea de Control”
siempre debe manifestarse, indicando que la Tira funcioné correctamente.

Almacenaje del Kit

Las Tiras QuickStix pueden almacernarse a temperatura ambiente, o bajo refrigeracion
para maximizar su vida Util. Las fechas de vencimiento que corresponden a la
temperatura de almacenaje estén marcadas en la caja de cada Kit. Bl Kit puede utilizarse
en campo; sin embargo, su exposicién prolongada a el evadas temperaturas puede af ectar
los resultados de manera negativa. No abra los tubos disecantes donde se encuentran
empacadas |las Tiras, hasta que la prueba se vayaacorrer.

Precaucionesy Limitaciones

Este kit est& disefiado para detectar presencia 0 ausencia Unicamente, y no pretende
Ser cuantitativo.

Este Kit no sirve pararealizar pruebas con otros cultivos que no sean algodon, ni
pararealizar pruebas con tejido vegetal (hojas de algoddn) o con semillas
individuales. Para detectar la proteina CrylAc en tejido vegetal o semillas
individuales, el Kit aplicable esél quellevael # de catdlogo AS003 LS.

Segulin se acostumbra con toda prueba, es recomendable que los resultados sean
confirmados por un método alterno cuando sea necesario.

Este kit diagndstico ha sido disefiado para ser utilizado exclusivamente con €l
Buffer de extraccién y el protocolo proporcionado con el Kt. El uso de otras
soluciones y/o protocol os puede invalidar |os resultados de la prueba.

Los resultados generados mediante el uso apropiado de este Kit reflgjan la
condicion de la muestra directamente ensayada. Cualquier inferencia que se haga en
cuanto ala condicion del material de origen debe descansar sobre la premisa que se
esté aplicando procedimientos de muestreo y calculos estadisticos validos, y que se
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esté tomando en consideracién el posible impacto del azar y la incertidumbre
asociada a todo sistema de ensayo. Un resultado negativo obtenido con una prueba
correctamente realizada no significa necesariamente que el material de origen es
enteramente negativo.

No expongael Kitalaluz directadel sol, ni déjelo dentro de un vehiculo. No
expongalos componentes del Kit a temperaturas extremas.

Si se amacenan las Tiras bajo refrigeraciéon, grmita que los tubos disecantes
refrigerados al cancen temperatura ambiente antes de usar las Tiras.

Evite doblar las Tiras.
Ningunos componentes del Kit deben utilizarse después de su fecha de vencimiento.

Atencion: altos niveles de contaminacion pueden manifestarse en la “Linea de
Resultados’en tan sdlo 2 minutos. En cambio, muestras contaminadas a limite de
deteccidn (o cerca del mismo) pueden tardar 10 minutos en manifestarse Por ende
la Tira debe permanecer dentro del frasco de reaccion durante los 10 minutos
reglamentarios antes de interpretar |osresultados.
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Para Soporte Técnico
Contactenos en:

EnviroL ogix
500 Riverside Industrial
Parkway
Portland, Maine
04103-1486 USA

Tél: (207) 797-0300
Fax: (207) 797-7533

e-mall:
info@envirologix.com

Pagina web:
www.envirologix.com

GARANTIA LIMITADA

EnviroLogix Inc. (“EnviroLogix") garantiza los productos vendidos conjuntamente con
este instructivo (“los Productos’) contra defectos en los materiales y en cuanto a la
calidad de mano de obra cuando estén utilizados antes de la fecha de vencimiento indicada
en su empagque y de acuerdo a las nstrucciones aplicables. En el caso de que los
Productos no estén conformes a esta Garantia Limitada y el cliente notifica EnviroL ogix
por escrito de dichos defectos durante el plazo de la garantia, incluyendo una oferta por €l
cliente de devolver los Productos a EnviroLogix para su evaluacion, EnviroLogix a su
opcion reparard 0 reemplazara cualquier producto o parte del mismo que demuestra tener
defectos en los materiales o en la calidad de mano de obra dentro del plazo de la garantia.

ENVIROLOGIX OTORGA NINGUNA OTRA GARANTIA, SEA EXPLICITA O
IMPLICITA, INCLUYENDO SIN LIMITACION CUALESQUIERA GARANTIAS
IMPLICITASDE INDOLE COMERCIAL O DE USO.

La garantia otorgada mediante este instrumento y los datos, especificaciones y
descripciones de los productos de EnviroLogix que aparecen publicados en sus catdlogos y
demés literatura oficial son las Unicas representaciones realizadas con respecto a los
Productos y la Garantia. Con la sadvedad de declaraciones escritas firmadas por un
funcionario debidamente autorizado por EnviroLogix Inc., ningunas otras declaraciones o
representaciones, escritas u orales, realizadas por empleados, agentes o representantes de
EnviroLogix son vdlidas, no constituyen parte de la garantia otorgada mediante este
instrumento, no constituyen una parte del convenio de compraventa y no deben
considerarse fiables.

EnviroLogix no garantiza contra dafios o defectos causados por el mal manejo, transporte,
accidentes 0 €l uso indebido 0 anormal de los Productos, contra defectos en productos o
componentes no fabricados por EnviroLogix, ni contra dafios causados por dichos
componentes no fabricados por EnviroLogix EnviroLogix le cede a cliente la garantia
recibida (si existe) del fabricante de dichos productos o componentes. Esta garantia
tampoco aplica a los Productos que hayan sufrido cambios o modificaciones realizadas o
intentadas por personas que no estuviesen expresamente autorizadas por EnviroLogix.

ESTA GARANTIA ES EXCLUSIVA. Launicay exclusiva obligacion de EnviroLogix
serd de reparar o reemplazar los producots defectivos en la manera 'y e plazo antes
mencionado. Con respecto a los Productos o cuaquier parte de los mismos EnviroL ogix
No asume ni asumira ninguna otra obligacion, independientemente de que sea derivada del
mismo convenio de compraventa, agravio (“tort”), responsabilidad estricta (“strict
liability”) o cualquier otrabase.

Bajo ninguna circunstancia EnviroLogix se responsabilizard por dafios consecuentes,
especides o incidentales independientemente de que sean basados en esta Garantia
Limitada o no.

Esta Garantia Limitada expresa la totalidad de la obligacién de EnviroLogix con respecto
alos Productos. Si se determina que cualquier parte de esta Garantia Limitada es
inaplicable o ilegal, €l resto de la misma permanecera en plenavigencia.

Bollgard® esuna marca registrada de Monsanto Technology LLC
EnviroLogix, el logo de EnviroLogix y QuickStix™ son marcas registradas de
EnviroLogix Inc.

© EnviroLogix 2006
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