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Secuenciacion de OGMs

Secuenciacion de genomas de
bacterias patdogenas
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Secuenciacion de nueva generacion (NGS) SAGARPA | 8 |sersso

Cost per Genome

La NGS permite secuenciar
millones de fragmentos de ADN de
forma rapida y a un precio mucho
mas barato en comparacion con la
tecnologia tradicional.
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A partir de 2008 y con el desarrollo de
nuevos equipos se revoluciond la
) J I secuenciacion de ADN.
: ¢

La gran cantidad de informacion
producida en cada secuenciacion
origind el desarrollo de una nueva
area de estudio como es la
Bioinformatica.




Plataformas de secuenciacion
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Resultados confiables
para la identificacion
y caracterizacion de
secuencias de acidos
nucleicos.

3500
Sanger

[o],']
TORRENT
454
Roche

Capacidad del
CNRDOGM

*Equipo de Secuenciacion de Nueva
Generacion

*Manejo de las Plataformas 454, lon
Torrent y 3500 Sanger.
*Metodologias estandarizadas y
validadas

*Se Trabaja con un sistema de calidad
bajo la Norma NMX-EC 17025 y se
encuentra acreditado.

Plataformas con tecnologia ortogonal
para la verificacion de los resultados
emitidos.
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Metodologia analitica de Secuenciacion SAGARPA | 87 |sensic
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. . .. , Fragmentation of DNA
— Amplicones (individual y multiplex) 1 (sorscation or enzymasc)
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— Sistemas de captura de secuencias GM i SIS ... e
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Ligation of adapter and
poamer (or barcode)

« Andlisis Bioinformatico:
— Mapeo a referencia
— Ensamble de novo (graphs De Bruijn)
— Programas
« CLC Bio genomic workbench
» Bionumerics
« GSmapper/GSassambly
- MAUVE
« MUMMER
Lenguajes de programacion (bio-perl)
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Niveles de analisis en los OGM SAGARPA | & |sersico

NGS > (5. Secuencias evento especifico = genoma + inserto
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6. Especie especifico

Representacion esquematica (mapa) de la construccion de un gene. 1. B. Niveles de especificidad en la
identificacion de elementos dentro de una construccion genética. (Berdal K., et al., 2003). Las letras son: G;
genoma del organismo, P; promotor; E; potenciador de la transcripcion (del inglés enhancer). T; Gen insertado
(transgene); t; terminador.
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Diagrama del sistema de captura de ADN usando sondas de ARN o
“baits”. El sistema de captura consiste en que la muestra de ADN
genoémico (izquierda) se pone a incubar con sondas de ARN (derecha
“baits”), esta incubacion se le llama hibridacion, en ella se forman

of interest plant DNA hibridos de ARN-ADN los cuales son capturados con perlas
electromagnéticas que contienen estreptavidina y después de la
(0.9. for insect m) digestion de las sondas de ARN sigue el proceso para secuenciar,

(Ernani, F. & LeProust, E., 2009).
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Modulo 1: Conocimiento de la secuencia del vector de insercion

Tipo A Tipo B Tipe C




Analisis de OGM

SAGARPA

Modulo 2: Conocimiento de una libreria con secuencias insertadas de OGMs

Raw reads

Transgene element
(GMO) library

1)

Mapping back to
Sequence of GMO library

Matched reads and their paired reads

I

.

2

Martched reads

unmatched reads

l De novo assembly

Contigs of GM inserts

Contigs close to GM
inserts

N

Blast analysis and draw the sketch map
of GM inserts

]

Conventional PCR and standard
sequencing

l De novo assembly

Tipo A Tipo B
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e ADN Exégeno
— Genoma del Hospedero
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Tipo E
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Modulo 3: Sin informacién previa

I —
1 |

l

Subtract read-pairs that map to
rence genome

| — I

lBLAST analysi

I Contigs with potential I
'mm

: IaVaVal

| Conventional PCR and standard

equencing




Obtener la secuencia de ADN de los materiales SAGARPA
liberados al medio ambiente

qyl&m&sia

* Permite corroborar la secuencia del material GM
liberado en México

» Se establece el seguimiento de la modificacion
genética durante la vigencia del permiso

» Se aportan elementos técnico-cientificos para los
tomadores de decisiones en materia de
Bioseguridad de la SAGARPA
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Metrologia > Volume 51 > Number 1

Copy number ratios determined by two digital polymerase chain
reaction systems in genetically modified grains

M Pérez Urquiza®® and A | Acatzi SilvaZ
Show affiliations
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Abstract

Three cerified reference materials produced from powdered seeds to measure the copy number ratio sequences of p353ihmga
in maize containing MOM 810 event, p355/Le in soybeans containing GTS 40-3-2 event and DREB1A/acc in wheat were
produced according to the 150 Guides 34 and 35. In this paper, we report digital polymerase chain reaction (dPCR) protocols,
performance parameters and results of copy number ratio content of genetically modified organisms (GMOs) in these materials
using two new dPCR systems to detect and quantify molecular deoxyribonucleic acid: the BioMark® (Fluidigm) and the
OpenArray® (Life Technologies) systems. These technologies were implemented at the MNational Institute of Metrology in Mexico
(CEMAM) and in the Reference Center for GMO Detection from the Ministry of Agriculture (CHRDOGM), respectively. The main
advantage of this technigue against the more-used guantitative polymerase chain reaction (gPCR) is that it generates an absolute
number of target molecules in the sample, without reference to standards or an endogenaous control, which is very useful when not
much information is available for new developments or there are no standard reference materials in the market as in the wheat
case presented, orwhen itwas not possible to test the purity of seeds as inthe maize case presented here. Both systems
reported enhanced productivity, increased reliability and reduced instrument footprint. In this paper, the performance parameters
and uncertainty of measurement obtained with both systems are presented and compared.

http://iopscience.iop.org/0026-1394/51/1/61/pdf/0026-1394 51 1 61.pdf
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Soporte a los métodos tradicionales SAGARPA | 87 |sems

Métodos Convencionales PFGE PCR tiempo real -
La secuenciacion

* Ausencia de concordancia * Resolucion del bandeo de Mb e Sistemas cerrados. provee las
entre caracteristicas o Kb. e Deteccién limitado a un

m.o.rfologlcas y.fenotuplcas. e Inadecuada resolucién de numero pequefo de
e Dificultad de aislamiento. ciertos organismos. i -

herramientas para
coadyuvar los

* Crecimiento lento. e Tiempo prolongados. * Se necesita de métodos
* Medios de cultivo complejos. e Requiere cultivos aislados o secuencias previas para tradicionales para la
* Dificil identificacion de cepas puros. disefio de oligos. deteccion e
con escasa descripcion. e Seguimiento de protocolos e Deteccion de patdgenos identificacion de
. i i ificacid i limitada a las secuencias ,
Compleja la identificacion estandarizados. patogenos.

entre cepas fenotipicamente y protocolos existentes.
parecidas

e Dificultad para intercambiar
resultados.

Bou et al. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2011, 29(8). Yang et al. Food Control 2013, 32
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Identificacion de serovariedad por NGS

75 Infantis
68 Saintpaul |
59 Senfienberg
S6 Bredeney
53 Paratyphi A
S2 Typhi
S1 ParatyphiC
51 Heidelberg
S0 Vwchow
44 Guwe
41 Havana
40 Hadar
38 Rubisiaw
853
813 Typhimurium
418 Newport
302 Enteritidis
249 Kentucky
208 Oramenburg
192 Paratyphi B var Java
128 Montevideo
128 Dublin
112 Muenchen
110 Typhimurium maneph..,
104 Cheleraesuis var Kun.
83 Agona




Capacidades de deteccion
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SO03TINTG Salmonela_enterica_suhsp._erterica_serovar_Typhimurium str. L788: CRONSASA
SO03277515 Salmonella_enterica_subsp._erterica_serovar Heidelberg str. BEZ: CFI034A
S00228780F Salmonella_enterica_subsp. enterica_serovar Newpord str. ’SL254' CPooma3
3002287365 Salmanella_enterica”(T):; fTE SGSCT1412; ATEC TEDTEU
S00152299 Salmonella_erterica_subsp._enterica_serovar_Newport str SI_254 CROOMS
500927383 Salmonella_erterica_subsp. enterica_serovar Paratyghi B B8; EUM2080
30004387 43 Salmonella_enterica_subsp. “enterica_serovar Choleraesis_str. SC-B57: AEDITZ20
SO0NI52331 Salmonella enterica_subsp. enterica_serovar Schwarzengrind s, CYMISE3R; CPOOMZT
S003612789 Salmonella_enterica_subsp._erterica_serovar_Lexington; 352; J0GT4407
SO02287 71 Salmonella erterica subsp. enterica serovar Agana st SLAE3: CPOOIRA
SO00G40785 _Salmonella_enterica_subsp._enterica ser'ovar'_ﬁanha’ftan DR 4431
SO006 40789 Salmonella_erterica_subsp “enterica_serovar”Anatum; 07544534
5003612199 Salmonella_érterica_subsp. amterica_serovar Gallnarur; CUB US/']U JNBIS0N
SO036177H5 Salmonelld ertericd subsp. erterica_serovar Infartis; 354, JI504375
SO07287828 Salmonell3_ erterica subsp_ enterica serovar Dublin tr. CT 02021853 . CROON44
500000064 Salmanella T\;Ehmumum TCL {311 XB0se!
5002365351 Salmanella_emerica_subsp._erterica_serovar T\ﬁhlmumum str. ST4/74; CPO02487
SOOTIGATE0 Salmonella Erterica Subsp. Enterica serovar Dubln str. [T (7071853; CROTI44
S00056995% Salmanela typhlmur‘lum [T2; LT2SGST._{412; ATCC TOO720: AFODSRR1
SUUSE]ZTBZ almonella_enerica_subsp. erferica, serovar Give; 3an; JOBG 5328

00389576 Salmonella erterica subsp_ enterica_serovar Mortevide: 47074; AFZ27857
SDDHSESED Salmonella_grterica_Subsp. emterica_serovar Agona str. SL483: CPODTRA
SDD1152311 Salmonella_enterica_subsp._erterica_seravar Heaelher' . SL4TE; CPODI20

3101 Salmonella_erterica_subsp._erterica_serovar_Typl ﬁ. 55
40778 Salmonella_enterica_subsp._erterica_serovar Eypﬁ' CT;

8002288211 Salmonella_erterica subsp. arizonae ser'war' 242'23 'RSKZQBD . CPOO0BA0
SO0ZR4(T8 Chrobacter_rodertm: NERC 105723 ABEE
SO0042777T Cirobacter farmeri (T): COC 2991-8T: .ﬂ.HJESS'ﬂ
3000387081 Rlebsiella_granulomafis; KH_3 4_AFI0Z53
S000003122 Klebsiella_peumnniae suhs uzaenae ATCCHZO6T; Y1T6E 4
SO0045B521 Klebsiella_singaporensis; L C7BG
300000191 itrogen-fising | Qhac’(emum EE’E AF214541
5002916053 Citrobacter_murliniae; FALIG; 7601
SO02R4(TA Throbacter “werkmar: NBRE 105721; ARGEZ235
SON0427773 Crobactar gilenii_(T):TOC_3693-8F: ARIZ53R7
SO00477779 Ctrobacter_werkmani_(T): TOC_DB75-58; ARIZ5373
5002988575 Citrabacter braaki: AF; HIZRA030
SON0RZ5855 Citrobacter Freundit: 9 DOPD47R7
SO0RTS1T Chrobacter Braakis; Hh- T KE139411
SO00B53214 Cirobacter sp. AzoR-4
SDDDDD1311 Citrobacter freundii (T); USH BDDSQ . AJZ33408

03612787 Salmonella erterica_subsp._enterica_serovar Give; 172; JUB94327
SDDSEETES’ Salmonel3 enterica,_subsp_erterica, serovar Agora; 317; JIGO492
SO00975447 Salmonelld enterica subsp_ salamae: G1C, {731 ARTTATT4
SDDDSQEBDT‘SaImuneIIa enterica_subsp_enterica serovar_Maratyphi A_str. ATCC_O50: CPODOOZG
Saltnonella s Bﬁuconﬂg i selection
3002788580 Salmonella_enterica_subsp._enterica_serovar Agona str. SL483; CPOON3E
3000925443 Salmonella_ertericasubsp “arizonae: DM 9386 FUD14G83
SON2288 455 Escherichia_coli D02 H2 sk, 120097 APTTIO5E
S000003508 Escherichia_eoli_ 283205
50003095953 Escherichia_coli; M(IDS AYDOR4ET
5002288552 Escherichia_col PIng7 40
SO01094735 Shinella_bayeli COC 3083 04 BS512; COC_3083-04; CPOOIDG3
3000598795 Shigella_sonnei_Ss45: CRODOD38
SDDDDDDBZB‘ShEEIIa'huyd|| T¥ORIRD
5000529103 Escherichia_coli_str. K-12_substr. MGIGSS; UOO0SG
S001044750 Fseherichia_coli str. K12 substr. DHIOB; K_12 . CPO0D943
SO0MG315T Erwinia_psidi: 3479, FL4A0507 ~
S00045519 Shigella_sp. 171404 EUT23874
SON00ZZ31# Escherichia_cali; PIC3; XEOT20
3000000637 Shigella dysentemae XROGAL
SO0NS3IG0 Brenneria quercina;_1595; EL490600
SON0GI7878 Escherichia_coli, mother T4 4 AMS7436
SO0062996T Escherichia zoli str. KIZ subistr. WAII0; . ARD0OD48
5000457247 Escherichia_coli,_ABTIST:_AY831305
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Confirmacion serolégica Confirmacidn por secuenciacion ,
Nombre de la muestra LDDOP g CNRpDOGM Informe Dias
Salmonella typhimurium ATCC Salmonella typhimurium Salmonella entérica
14028 typhimurium Irsp-4-2013 5
Salmonella agona LEM 05036 Salmonella agona Salmonella entérica agona Irsp-3-2013 31
Salmonella spp M85 Salmonella spp Salmonella entérica luciana Irsp-5-2013 7
Salmonella spp M86 Salmonella spp Salmonella entérica maricopa Irsp-7-2013 31
Salmonella spp M118 Salmonella poona Salmonella entérica poona Irsp-1-2013 10
Salmonella spp M129 Salmonella weltevreden Salmonella entérica weltevreden  Irsp-2-2013 10
Salmonella spp M165 Salmonella infantis Salmonella entérica infantis Irsp-2-2013 21
Salmonella spp M166 Salmonella infantis Pendiente Pendiente 21
Salmonella spp M167 Salmonella give Salmonella entérica give Irsp-8-2013 21
Citrobacter braakii (51%) .
. . Citrobacter
Salmonella spp M77 mediana Citrobacter freundii (49%) Irsp-11-2013 14
Citrobacter braakii (50%) Citrobacter
Salmonella spp M77 chica Citrobacter freundii (50%) Irsp-10-2013 14
;Sgin;zll?ne:_lgaebll‘l/ter/ca subp. enterica Salmonella Saint-paul Pendiente Pendiente 31
i:imBorZzZZ:er”w subp. entérica Salmonella Braenderup  Salmonella entérica Braenderup Irsp-12-2013 39
f:in;rvoenjﬁl)lzrintenca subp. entérica Salmonella Newport pendiente Pendiente 33
Salmonella certificada = - Salmonella entérica Braenderup  Irsp-13-2013 34
Promedio 21
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