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Adquisicion de informacion gendmica

Uno de los objetivos primarios de la Ingenieria Genética es la
necesidad de conocer informaciéon gendémica.

Todos los organismos y virus poseen material genético basado en
moléculas de acidos nucleicos (dsDNA en los organismos,
SSDNA/dsDNA/ssRNA/dsRNA en los virus).

La secuencia primaria contenida en esas moléculas y su posterior
interpretacion es una fuente de conocimiento y de potenciales
multiples aplicaciones.
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La adquisicion de secuencias gendmicas suele seguir el siguiente
flujo de trabajo...

Si es un organismo:

Bioinfor-
matica

Aislamiento
organismo

4

¥

Seleccion de Longitud y Clonado Sanger Ordenado e
muestra y fuente Segmentos Molecular Automatico interpretacion
del dsDNA (sies tradicional (en

eucariota, electroforesis

cariotipo y capilar)

FISH)
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La adquisicion de secuencias gendmicas suele seguir el siguiente
flujo de trabajo...

Si es un virus:

Bioinfor-
matica

Aislamiento \erizacion
virus genoma

\ 4 \ 4 \ 4

Seleccién Naturaleza, Clonado Sanger Ordenado e
muestra Longitud y Molecular Automatico interpretacion
Segmentos tradicional (en

electrofore
sis capilar)
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e L2 estrategia del genoma haploide de la especie humana se
denomina Clone by Clone e involucra un alto consumo de
tiempo, insumos y recursos humanos. Estd basada en el
método Sanger, incapaz de leer mas de 900-1500 nt por evento
de secuenciacion.

® Una adaptacion fue la estrategia Shot gun (utilizada para el
genoma de un individuo), similar a la anterior pero fragmentando
mucho mas los genomas o los clones de una biblioteca, sin tantos
controles para revelar su calidad y orden.

@® La secuencia resultante de las estrategias basadas en Sanger da
como producto final la secuencia consenso (en funcion de la
muestra) de una especie de organismos o virus.

Bajo este escenario se secuenciaron numerosos genomas,
incluyendo el del ser humano (HGP). Este fue concluido en el
2004* (como especie) y en el 2007** se aplico para un individuo.

*International Human Genome Sequencing Consortium. Finishing the euchromatic sequence of the human genome. Nature 431, 931-945 (2004).

**Levy S, Sutton G, Ng PC, Feuk L, Halpern AL, Walenz BP, Axelrod N, Huang J, Kirkness EF, Denisov G, Lin Y, MacDonald JR, Pang AW, Shago M, Stockwell TB, Tsiamouri A,
Bafna V, Bansal V, Kravitz SA, Busam DA, Beeson KY, McIntosh TC, Remington KA, Abril JF, Gill J, Borman J, Rogers YH, Frazier ME, Scherer SW, Strausberg RL, Venter JC.
The diploid genome sequence of an individual human. PLoS Biol. 2007; 5:e254.
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Articulos sobre la publicacion de genomas humanos.

El genoma haploide de la especie humana...

Lander ES, Linton LM, Birren B, Nusbaum C, Zody MC, Baldwin J, Devon K, Dewar K, Doyle M, FitzHugh W, Funke R, Gage D, Harris K, Heaford A,
Howland J, Kann L, Lehoczky J, LeVine R, McEwan P, McKernan K, Meldrim J, Mesirov JP, Miranda C, Morris W, Naylor J, Raymond C, Rosetti M,
Santos R, Sheridan A, Sougnez C, Stange-Thomann N, Stojanovic N, Subramanian A, Wyman D, Rogers J, Sulston J, Ainscough R, Beck S, Bentley D,
Burton J, Clee C, Carter N, Coulson A, Deadman R, Deloukas P, Dunham A, Dunham I, Durbin R, French L, Grafham D, Gregory S, Hubbard T,
Humphray S, Hunt A, Jones M, Lloyd C, McMurray A, Matthews L, Mercer S, Milne S, Mullikin JC, Mungall A, Plumb R, Ross M, Shownkeen R, Sims S,
Waterston RH, Wilson RK, Hillier LW, McPherson JD, Marra MA, Mardis ER, Fulton LA, Chinwalla AT, Pepin KH, Gish WR, Chissoe SL, Wendl MC,
Delehaunty KD, Miner TL, Delehaunty A, Kramer JB, Cook LL, Fulton RS, Johnson DL, Minx PJ, Clifton SW, Hawkins T, Branscomb E, Predki P,
Richardson P, Wenning S, Slezak T, Doggett N, Cheng JF, Olsen A, Lucas S, Elkin C, Uberbacher E, Frazier M, Gibbs RA, Muzny DM, Scherer SE,
Bouck JB, Sodergren EJ, Worley KC, Rives CM, Gorrell JH, Metzker ML, Naylor SL, Kucherlapati RS, Nelson DL, Weinstock GM, Sakaki Y, Fujiyama A,
Hattori M, Yada T, Toyoda A, Itoh T, Kawagoe C, Watanabe H, Totoki Y, Taylor T, Weissenbach J, Heilig R, Saurin W, Artiguenave F, Brottier P, Bruls T,
Pelletier E, Robert C, Wincker P, Smith DR, Doucette-Stamm L, Rubenfield M, Weinstock K, Lee HM, Dubois J, Rosenthal A, Platzer M, Nyakatura G,
Taudien S, Rump A, Yang H, Yu J, Wang J, Huang G, Gu J, Hood L, Rowen L, Madan A, Qin S, Davis RW, Federspiel NA, Abola AP, Proctor MJ, Myers
RM, Schmutz J, Dickson M, Grimwood J, Cox DR, Olson MV, Kaul R, Shimizu N, Kawasaki K, Minoshima S, Evans GA, Athanasiou M, Schultz R, Roe
BA, Chen F, Pan H, Ramser J, Lehrach H, Reinhardt R, McCombie WR, de la Bastide M, Dedhia N, Blocker H, Hornischer K, Nordsiek G, Agarwala R,
Aravind L, Bailey JA, Bateman A, Batzoglou S, Birney E, Bork P, Brown DG, Burge CB, Cerutti L, Chen HC, Church D, Clamp M, Copley RR, Doerks T,
Eddy SR, Eichler EE, Furey TS, Galagan J, Gilbert JG, Harmon C, Hayashizaki Y, Haussler D, Hermjakob H, Hokamp K, Jang W, Johnson LS, Jones TA,
Kasif S, Kaspryzk A, Kennedy S, Kent WJ, Kitts P, Koonin EV, Korf I, Kulp D, Lancet D, Lowe TM, McLysaght A, Mikkelsen T, Moran JV, Mulder N,
Pollara VJ, Ponting CP, Schuler G, Schultz J, Slater G, Smit AF, Stupka E, Szustakowski J, Thierry-Mieg D, Thierry-Mieg J, Wagner L, Wallis J, Wheeler
R, Williams A, Wolf Y1, Wolfe KH, Yang SP, Yeh RF, Collins F, Guyer MS, Peterson J, Felsenfeld A, Wetterstrand KA, Patrinos A, Morgan MJ, de Jong P,
Catanese JJ, Osoegawa K, Shizuya H, Choi S, Chen YJ. Initial sequencing and analysis of the human genome. Nature. 2001; 409:860-921.

300 millones de U$S soélo en secuencia:
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Articulos sobre la publicacion de genomas humanos.

N

El genoma diploide de un individuo humano...

Levy S, Sutton G, Ng PC, Feuk L, Halpern AL, Walenz BP, Axelrod N, Huang J, Kirkness EF, Denisov G, Lin Y,
MacDonald JR, Pang AW, Shago M, Stockwell TB, Tsiamouri A, Bafna V, Bansal V, Kravitz SA, Busam DA, Beeson KY,
Mclintosh TC, Remington KA, Abril JF, Gill J, Borman J, Rogers YH, Frazier ME, Scherer SW, Strausberg RL, Venter JC.
The diploid genome sequence of an individual human. PLoS Biol. 2007; 5:e254.

10 millones de U$S sélo en secuencias
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@ LOs principales limitantes de la tecnologia Clone by clone
estan centrados en el consumo de recursos y en que el
resultado es un consenso para una especie.

Esta tecnologia transforma en impracticable la secuenciacién
® de genomas de individuos, perdiéndose en consecuencia el
conocimiento correspondiente a la variabilidad poblacional de

las especies (deteccion de SNPs* —Single Nucleotide Polymorphisms; SNVs*
—-Single Nucleotide Variants-, Indels o DIPs —inserciones o deleciones <1000 pb,
Deletion Insertion Polymorphisms-, variantes estructurales -—inserciones o

deleciones >1000 pb). .

@ Esta situacion estimulé a la comunidad cientifica a innovar
sobre este objetivo primario de la biologia actual.

* SNPs vs SNVs depende de la frecuencia de ocurrencia
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El estimulo comienza con financiacion...

TheScientist

MAGAZINE OF THE LIFE SCIENCES

HOME COMMUNITY CURRENT 1S5UE BROWSE ARCHIVE CAREERS

by Maria Anderson

NEWS ANALYSIS NIH offers $1000 genome grant

Email: Maria Anderson - manderson@the-scientist.com
ews from The Scientist 2004, 5(1):20040223-05

Published 23 February 2004

The National Institutes of Health (NIH) is now soliciting proposals for funding to
work toward the much-vaunted $1000 genome. Earlier this month (February 12),
the NIH published a request for applications (RFA) for grants to develop low-cost
genome-sequencing technologies.
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Single
Molecule
Frederick Sanger Primer Se completa Secuenciacion Real Time
inventa la secuenciador el proyecto de una unica Nanopore
secuenciacion automatico Genoma molécula sequencing

dideoxy dideoxy Humano
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Next Generation Sequencing

Los nuevos métodos que surgieron se denominan en su conjunto
tecnologias NGS (Next Generation Sequencing) y son adecuadas para
la realizacion de WGS (Whole Genome Sequencing), tanto de novo
COmo resecuenciamiento.

Las tecnologias NGS han revolucionado las ciencias biologicas
disminuyendo dramaticamente el consumo de recursos (dinero,
insumos, personal, tiempo) y posibilitando secuenciar genomas de
individuos.

Incluso, las tecnologias NGS permiten secuenciar genomas de
entidades biolégicas sin necesidad de su previo aislamiento, y
también adquirir infomacion gendémica de restos fosiles.
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Next Generation Sequencing

Las tecnologias NGS son del tipo Shot gun, dado que las lecturas de
secuencias se realizan sobre fragmentos pequefios y si un orden pre-
establecido.

@ En general, las lecturas de las tecnologias NGS son mas cortas que las
logradas por el método de Sanger (50-500 nt vs 900-1500 nt).

@ Existen varias tecnologias NGS comercialmente disponibles, tales como:

Tecnologias
de 2da
generacion

—

— ® Roche GS-FLX 454 Genome Sequencer (originalmente 454 sequencing).

® [llumina Genome Analyzer (originalmente Solexa technology).

s ABI SOLiD analyzer.
® |on Torrent

® Polonator G.007
® Helicos HeliScope platforms

Tecnologias
de 32
generacion

—> SMRT seq

(Single Molecule Real
Time sequencing)
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Next Generation Sequencing

Figure 1: Conceptual Overview of Whole-Genome Resequencing

DA Fragments
Sequencing Reads
Reference Genome

B C D

% b b b

G—A—CT—G

gDNA Parallel Sequencing Alignment Sequence

An Introduction to Next-Generation Sequencing Technology. www.illumina.com/NGS
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Estas estrategias también se basan en la generacion de una biblioteca, pero in vitro.

Figure 3: NGS Library Preparation

An Introduction to Next-Generation Sequencing Technology. www.illumina.com/NGS
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Next Generation Sequencing

Y también, permiten secuenciar varios genomas al mismo tiempo.

Figure 2: Conceptual Overview of Sample Multiplexing
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An Introduction to Next-Generation Sequencing Technology. www.illumina.com/NGS



Descripcion de los métodos mas
utilizados clasificados dentro de
las tecnologias NGS

Tecnologia 454




[ d [ I 4

Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia 454

e 2 tecnologia 454 esta basada en pirosecuenciacidn y es
comercializada por la empresa Roche (http://iwww.454.com/).

La pirosecuenciacién fue desarrollada por Mustafa Ronaghi* e
® ihvolucra la lectura de informacién nucleotidica a partir de sintesis
enzimatica.

La tecnologia 454 fue la primera NGS en estar comercialmente
'disponible. Fue la primera de estas tecnologias aplicada para
secuenciar el genoma de un individuo humano (James Watson)**.

*Ronaghi, M., Karamohamed, S., Pettersson, B., Uhlen, M., and Nyren, P. 1996. Real-time DNA sequencing using detection of
pyrophosphate release. Anal. Biochem. 242: 84

*Wheeler DA, Srinivasan M, Egholm M, Shen Y, Chen L, McGuire A, He W, Chen YJ, Makhijani V, Roth GT, Gomes X, Tartaro K, Niazi
F, Turcotte CL, Irzyk GP, Lupski JR, Chinault C, Song XZ, Liu Y, Yuan Y, Nazareth L, Qin X, Muzny DM, Margulies M, Weinstock GM,
Gibbs RA, Rothberg JM. The complete genome of an individual by massively parallel DNA sequencing. Nature. 2008; 452:872—-876.
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NGS: tecnologia 454

-_-_-_.

GS FL System GS Junior System
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Status
Indicator

Sipper
manifold
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Pirosecuenciacion

: _k e | et
Ly
+ L
Nudhoslinke Thamie {Iﬂf

Polymerase

(NA)_,, + PPi

L

(NA), + Nucleotide

AT sulfurvlase
PPi + APS — ATP + S0 *

Luciferase
ATP + Luciferin + 0, — »  AMP + PPi + Oxyluciferin + CO, + Light

Ronaghi M. (January 2001). "Pyrosequencing sheds light on DNA sequencing" . Genome Research 11 (1): 3-11



Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia 454

Etapas involucradas en la tecnologia 454

Seleccion FragTen- Biblioteca em-PCR P|ro_sef:'uen- Blo’ln_for-
muestra tacion In vitro ciacion matica

\ 4 \ 4 \ 4

\ 4

4

\ 4

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacién En Ordenado e
individuo. del DNA de los de los microplaca interpretacion
A partir de maltiples fragmentos fragmentos

individuos.
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Etapas involucradas en la tecnologia 454

Seleccion La muestra original debe ser mayor a 500 ng de DNA
muestra y derivar de uno o mas individuos de una especie.
A partir de un

individuo.
A partir de multiples
individuos.
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Etapas involucradas en la tecnologia 454

Fraamen Realizada mediante nebulizacion de la soluciéon
Seleccion ¢ gm de DNA en fragmentos de 400-800 pb
muestra acion
A partir de un Nebulizacion
individuo. del DNA

A partir de multiples
individuos.
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Etapas involucradas en la tecnologia 454

Los fragmentos de dsDNA son
Seleccion Fragmen- \Biblioteca mod_lflcados_ en sus extremos
uestra tacion In vitro mediante la ligacion de
adaptadores, y luego separados
entre si para formar una coleccion
de ssDNAs unidos a
1 L Y 2 microesferas.

A partir de un Nebulizacion Separacion

individuo. del DNA de los

A partir de multiples fragmentos

individuos.
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El dsDNA fragmentado de la muestra es unido a dos adaptadores (A y B,
@® este altimo biotinilado). Los adaptadores estan desfosforilados para evitar
ligacion entre ellos.

@ E! dsDNA con los adaptadores es luego tratado con PNK y DNA ligasa
(reparacion de nicks).

Después, el dsDNA es tratado con T4 DNA Polimerasa, Klenow y PNK
(para transformar los extremos en romos).

° Posteriormente, el dsDNA biotinilado es capturado con microesferas
con avidina.
A partir de las microesferas, se liberan los ssDNA flanqueados por

¢ oligonucledtidos A y B derivados de los adaptadores.
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Ejemplo de secuencia de los adaptadores...

MID-1 Adaptor A:

5" -CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC ACGAGTGCGT-3" Ti-MIDI1-A
3" -AGAGGCTG TGCTCACGCA-5" Ti-MID]l-Aprime

MID Adaptor B (Common):

5'Biotin-TEG-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG-3" Ti-MID-B
3" - ACCGTCAGAGTC-5" Ti-MID-Bprime

»  Phosphorothioate-modified bases are not shown in this figure for ease of sequence alignment
= Sequencing Key is indicated in GREEN. 10 bp MID sequence is shown in YELLOW.

Roche



Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia 454

e,

Fragmentos de dsDNA
modificados en sus
extremos

-1

Coleccidon de ssDNA aislados
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Etapas involucradas en la tecnologia 454

Los ssDNA
Seleccion  \Fragmen-\Biblioteca aislados son
: 2 In vi multiplicados
mediante PCR en
emulsion y
retenidos en
1 L 1 Y 2 microesferas.

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacién

individuo. del DNA de los de los

A partir de multiples fragmentos fragmentos

individuos.
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Los ssDNA flanqueados por los oligonucleétidos A y B son capturados por
microesferas conteniendo oligonucleétido anti-B. Luego, son emulsionados
en una mezcla de soluciéon acuosa (mix de PCR) y aceite. Finalmente, se realiza
un ciclado térmico para multiplicar los DNA contenidos en cada microesfera.

"

{f’!}

PCR en emulsion { @
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Apariencia de una emulsion para PCR.

Genomic DNA Sequencing "Ten Step" Information Guide ACHRI Genomics and Bioinformatics Facility, February 2012
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Etapas involucradas en la tecnologia 454

Seleccion FragTen- Biblioteca em-PCR Plro_sef:'uen
muestra tacion In vitro ciacién

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacion En
individuo. del DNA de los de los microplaca
A partir de maltiples fragmentos fragmentos

individuos.
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Las microesferas conteniendo los productos de PCR son tratados con
solucioén alcalina para que queden solo los ssDNA a ser secuenciados.

Luego, las microesferas se disponen en una microplaca para proceder a la
pirosecuenciacion.

En la microplaca, se agregan microesferas mas pequefias con las enzimas
Sulfurilasa y Luciferasa.

@ Luego, se agregan de a pulsos mezcla de sintesis (DNA polimerasa, 1 dNTP,
APS, luciferina).

Si el nucleétido es incorporado, se produce PPi, lo cual derivara en la
posterior produccion de ATP, oxiluciferina y luz.

@ Para continuar, se “limpia” cada reaccion con la enzima Apirasa y se repite el
ciclo.
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Microplacas donde se disponen las
microesferas

” ¢
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Detalle de las celdas de la microplaca contieniendo las microesferas.

Next Generation Sequencing. University of Twente. 2013



[ d [ I 4

Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia 454

Reaccidn de secuenciacion

Signal image

luciferin

TTCTGCG;T

Light + oxy luciferin
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Equipamiento por dentro
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454 | ite Seencas

Equipamiento por dentro



Descripcion de los métodos mas
utilizados clasificados dentro de
las tecnologias NGS

Tecnologia lllumina
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e 2 tecnologia lllumina fue desarrollada por Solexa, compafiia que fue
adquirida por la primera en 2007.

@ Este procedimiento de secuenciacion se basa en reversible terminator
chemistry*, involucrando sintesis de DNA.

Los terminadores de sintesis son 39-O-azidometil 29-deoxinucleosido
trifosfatos (A, C, G y T) marcados con fluoréforos distintos y
reversibles.

® Las secuencias se determinan sobre clusters de moléculas,
semejantes a colonias bacterianas (polonias).

*Bentley, David R.; et al. (6 November 2008). "Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator chemistry". Nature 456 (7218): 53-59.
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Figure S1. a. Structure of the reversible terminator 3’-0-azidomethyl 2’-deoxythymine
triphosphate (T) labelled with a removable fluorophore. b. Structure of the incorporated
nucleotide after removal of the fluorophore and terminator group. Each of the four

OH nucleotides have an equivalent structure to the one shown here, except for the different base
and a corresponding base-specific fluor.

*Bentley, David R.; et al. (6 November 2008). "Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator chemistry". Nature 456 (7218): 53-59.
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Equipamiento que utiliza el sistema de terminaaores reversinies de cadena sintetizada
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Etapas involucradas en la tecnologia lllumina

Seleccion Fragmen- \Biblioteca \_ s/jl:[s[-Z Sintesis con  Bjoinfor-

.y . terminadores o
muestra tacion In vitro PCR T matica

\ 4 \ 4 \ 4

\ 4

4

\ 4

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacién En celda de Ordenado e
individuo. del DNA de los de los flujo interpretacion
A partir de maltiples fragmentos fragmentos

individuos.
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Etapas involucradas en la tecnologia lllumina

Seleccion La muestra original debe ser mayor a 50 ng de DNA
muestra y derivar de uno o mas individuos de una especie.
A partir de un

individuo.
A partir de multiples
individuos.
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Etapas involucradas en la tecnologia lllumina

Fraamen Realizada mediante nebulizacién de la
Seleccion ¢ gm soluciéon de DNA en fragmentos de 200-400 pb
muestra acion
A partir de un Nebulizacion
individuo. del DNA

A partir de multiples
individuos.
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Etapas involucradas en la tecnologia lllumina

Los fragmentos de dsDNA son
Seleccion Fragmen- \Biblioteca mod_lflcados_ en sus extremos
muestra tacion In vitro mediante la ligacion de
adaptadores, y luego separados
entre si para formar una coleccion
de ssDNAs unidos a una celda de
$ $ $ flujo.

A partir de un Nebulizacion Separacion

individuo. del DNA de los

A partir de multiples fragmentos

individuos.
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Procedimiento de reparacion de extremos y ligacion de adaptadores.
La mezcla de reparacion contiene T4 DNA polimerasa, Klenow y Polinucledtido quinasa (PNK).
La introduccion de Aes 3" extendidas se realiza con Klenow.
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DNA fragments

g Blunting by Fill-in
“ and exonuclease

ovege | HHESS  Ligation to adapters

AL R A A A A A A e T T T -

Los adaptadores poseen secuencias no complementarias en los extremos.
Luego de esto puede realizarse una PCR (6-18 ciclos) con primers que hibridan en los
adaptadores. Esto permite la secuenciacion posterior de cada una de las cadenas.
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Ligacién adaptadores

dsDNA muestra

\[ L.

PN o

Resumen de los pasos involucrados en la preparacion de la coleccion de fragmentos con
las modificaciones en sus extremos.

Todos los fragmentos amplificados quedan con secuencias diferenciales en los extremos.
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1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE 2. ATTACH DNA TO SURFACE

Celda de flujo (flow cell)

il
-t

Rendomily fragment genomic DMNA Bind single-stranded fragments randomily to
and Bgate adapters to both ends of the the inside surface of the flow cell channels,

Fagmenta,

Los dsDNA se desnaturalizan e hibridan en una celda. Primero se realiza un tratamiento
alcalino, luego dilucién en solucion salina —SSC 5X mas Tween 20- y finalmente se agregan a
la celda de flujo a alta temperatura (96°C). Posteriormente, la temperatura se reduce
lentamente hasta 40°C para favorecer el annealing con oligonucleotidos complementarios a
los adaptadores que se encuentran inmovilizados en una celda.
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3. BRIDGE AMPLIFICATION

Se realiza una amplificacion tipo solid-phase
bridge o bridge-PCR

Seleccidon Fragmen- \Biblioteca
muestra tacion In vitro

Add unlabeled nudeotides and enzyme to
‘ ‘ ‘ ‘ initiste solid-phass bridge amplifeation.
A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacion
individuo. del DNA de los de los
A partir de maltiples fragmentos fragmentos

individuos.
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-
l

! *

-
l

=
'

-

s & FEFE Iy Fa S A

Bridge-PCR

Boodhun et al. Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator Chemistry. Vol 456| 6 November 2008. doi:10.1038/nature07517
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@ L0s ssDNA derivados de la muestra e hibridados a los oligonucleotidos
complementarios presentes en la celda son extendidos mediante el uso
de TagDNa pol.

* > Cadena sintetizada por Taq DNA pol

; o

=3 3 Uno con una 8-oxo-guanina

ssDNA muestra /‘
Oligonucleétidos unidos a la celda de flujo

El otro con un Uracilo

YoV I I

Celda de flujoa



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lllumina

@ Luego se hace un tratamiento desnaturalizante con Formamida para
remover la cadena original (indicada previamente con el numero 2).

3

> Cadena sintetizada por Taq DNA pol

3’ Uno con una 8-oxo-guanina
o

} Oligonucleétidos unidos a la celda de flujo f

V4

Celda de flujoa

El otro con un Uracilo
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Posteriormente se realiza una amplificacién isotérmica a 60°C con
DNA polimerasa Bst (35 ciclos). La desnaturalizacion entre-ciclos se
realiza con formamida.

= Cadena sintetizada por Taq DNA pol

Cadena sintetizada
por Bst pol

Uno con una 8-oxo-guanina
o

} Oligonucleétidos unidos a la celda de flujo f

Celda de flujo El otro con un Uracilo

La DNA pol Bst deriva de Bacillus stearothermophilus y posee actividad DNA helicasa.
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d. FRAGMENTS BECOME DOUBLE DEMNATURE THE DOUBLE-STRAND ED COMPLETE AMPLIRCATION
STRAMNDED MOLECULES

: \
o W ] | !
§ {0 1 rrl\
Thllghi el

Ii;’l"lli
A IFH
e I L P |--5||;"EILE'I"' ; _|i5I' !II;T&;:F’
S ¥ !l E,EJﬁ;IEITI-',I;;:ﬁ'I ! 1;{.-
I = I 1 1y E1 k 1
(| P g L 2 H:lf'rlill | {ihil e
i!.l|l li.!lll |;|I; |'||f

I Clusters
I

The enzyme incorporates nudeotides to Denaturation leoves single-stran ded

bulld double-stranded bridges on the sobd- templates anchored to the substrate.

phase substrate.

Several millon dense dusters of double-

stranded DMNA ame generated in each channel
of the flow cell.

Luego de la amplificacion, se generan clusters de ssDNA, o PCR colonies
denominadas polonies (polonias). Se generan hasta 40 millones de polonias.
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Se generan hasta 1000 copias de cada fragmento en un diametro de 1 micrén.
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NGS: tecnologia lllumina

Etapas involucradas en la tecnologia 454

Seleccidén Fragmen- \Biblioteca Sintesis con

.y . terminadores
muestra tacion In vitro reversibles

\ 4 \ 4 \ 4

\ 4

4

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacién En celda de
individuo. del DNA de los de los flujo
A partir de maltiples fragmentos fragmentos

individuos.
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@ LOs DNA amplificados sobre la celda de flujo son tratados con la
enzima USER (Uracil-Specific Excision Reagent; mezcla de Uracil DNA glicosilasa ~UDG-
y la DNA endonucleasa glicosilasa-liasa VIIl), |0 cual provocara un nick en uno de
los oligonucledtidos unidos a la celda de flujo. Luego se desnaturaliza
con alcali para dejar expuesta una sola cadena de DNA y se introduce

un fosfato en el extremo 3" con una quinasa.
p

Fosforilacion 3

Molde de secuencia

y bloqueo

de cadena /

Celda de flujo Celda de flujo Celda de flujo

uracilo

\
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@ L0s ssDNA luego son secuenciados mediante sintesis. Para ello se
incorpora un primer especifico para la cadena en estudio, DNA
polimerasa DNA dependiente, y los 4 ddNTPs marcados con fluoroforos
(en formato reversible) agregados en conjunto. Después de lavar los
ddNTPs no incorporados, se excita la celda y se lee la emisién de
fluorescencia. Posteriormente, quimicamente se elimina el fuoréforo
y se revierte la capacidad terminadora de sintesis para repetir el ciclo

(agregado de tris(2-carboxietil)fosfina-TCEP-) .
fluorescencia
X X
5 5 5
———> primer
’ [ |
molde\ 3 A. X :
4%
Agregado Eliminacion
X de ddNTPs X de fluoréforo X
marcados y

regeneracion
delOH 3

Celda de flujo % Celda de flujo Celda de flujo

Posterior
lavado
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Ll
Ry

T B - El
L " = =t - .
s 40 millign clusters per f.law cell

Vision amplificada de las
polonias emitiendo
fluorescencia en funcién del

DNA presente en el cluster S ol rdiims
L]

[ -
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@ Una vez concluida la secuencia de una de las cadenas, se
desnaturaliza la muestra para eliminar la cadena recientemente
sintetizada. Luego se desfosforilan los extremos 3" libres (con
fosfatasa) y se realiza una reaccion de sintesis tipo bridge.

Cadena antes sintetizada
/ 3’

Alcaliy Sintesis de
" fosfatasa la otra

cadena

/

Celda de flujo Celda de flujo Celda de flujo Celda de flujo

¥
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® Finalmente, se elimina |la cadena ya secuenciada mediante
tratamiento con Fpg (formamido-pirimidina DNA glicosidasa) y posterior

desnaturalizacién. La cadena que queda unida a la celda es
secuenciada del mismo modo que la primera.

Fpg I

o

*

*

N

|

[ ] ]
] ]
[ ] oL
[ ]

*
o

ﬁ;/ /

Celda de flujo Celda de flujo
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7. DETERMIME FIRST BASE B. IMAGE FIRST BASE ?. DETERMINE SECOND BASE

il i L
:;'[ll | | ||:|I| i

%}Tujlwi |I 'al I_ P

NS 1 A i il

I|Hf1|i| TR | H Eq Y

Bl 5 |

l |
i
Lt Laser

First chemistry cydie: to initiate the first After laser excitation, capture the image of Second chemistry cyde: to inktiate the
sequendng cyde, sdd all four label ed reversible emitted fluorescencs from each duster on the next sequendng cyde, add all four labeled
terminations, primens and DMA pohmersss Bow cell. Recond the identity of the fist base reversible terminators and enzyme to the
enzyme to the flow call for esch duster. flow call

La reaccion de secuenciacion se realiza por sintesis e incorporaciéon de
terminadores de cadena (cada uno marcado con un fluoroforo diferente). Los
mismos son reversibles, y por ende se puede continuar con la sintesis.
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-

0. IMAGE SECOND CHEMISTRY CYCLE 11. SEQUENCE READS OVER MULTIFLE 12. ALIGN DATA
CHEMISTRY CYCLES

‘o @
| wdsrence sngqunce
¥ T
L GCIGATGTGECGCCTCACTCCBGIGE
. E CACTCOIGIGS
CTCACTCCRGTGG
| —3 GCTGATGTGCCACETCA
- GATGTGCCACCTCACTC

. GIGCCGCETCASTCOTG
. ._ CICCTGIGG

o woriome Encwer.
- icdmstiacd crd cofied SEF rlind

G G

3 OGCTGA..

After lsser excitation, collect the image data Repeat cycles of sequendng to determine Align data, compare to a eference, and
&= before. Record the identity of the second the sequence of bases in & given fragment

identify sequence differences.
base for each duster. & single base at time

Una camara va registrando las senales derivadas de cada terminador.
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CCD Camera —i

Emission filter wheel

Autofocus laser
‘ Red laser

Microscope objective

Green laser

Flow cell

Prism

Fibre

Boodhun et al. Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator Chemistry. Vol 456| 6 November 2008. doi:10.1038/nature07517
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a llumina,/Solexa — Reversible terminators

Yec 0 @ Tl i<l

B,

. 8. g
o . ﬁ T IF'T'j:\'j . @ @G_
=1 . P Genomic DA
Incorporate : 8 T :ag A C o H
il‘_ljri‘-::‘:ﬂEFﬁ_ B .fT:.. ;a B B\ : 3 I Fragment (200-500bp)
each label : . I x
with a . =
different dye \\/

Zi=S

l Ligate Adaptors

l Generate Clusters

Saguence First End

Y
A

Regenerate Clusters and
Sequence Paired End

Resumen de la tecnologia



Descripcion de los métodos mas
utilizados clasificados dentro de
las tecnologias NGS

Tecnologia ABI SOLID
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e 2 tecnologia SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection) disponible desde 2008 ha sido desarrollada por Applied
Biosystems, la empresa que aportdé la tecnologia automatizada de
Sanger para secuenciar el genoma de la especie humana durante la
década de los 90 del siglo XX.

Desde el afio 2008 Applied Biosystems se fusiond con Invitrogen
creando la empresa biotecnoldogica denominada Life Technologies.

P El sistema de secuenciamiento de SOLID también es conocido como
2 base encoding y esta basado en reacciones de ligacién.

Este método no involucra sintesis como la pirosecuenciacion
® (tecnologia 454) o la quimica reversible de terminadores fluorescentes
(tecnologia lllumina).



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

Equipamiento SOLID
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El método de secuenciacion involucra el uso de sondas

Enlace PI'ObES
fosforotiolatcN
Cleavage site  Fluorescent dye 2nd Base
/ ( ACGT)
XXNN N Z ﬁ % A . .
T T T T I 1 ®| C
M
] 5|
5 Unwe;)rsal bases N
egenerate bases i
Template 2™ base T . .
Template 1% base
Inosinas

Son 256 sondas por cada color.
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® Apareamiento de inosina con el resto de las bases nitrogenadas

Q
.IH I
N D v —R N D.... sieniH= k".
¢ i 4 7 ¢ i f f‘>_Nl
AN N—Hees s N N-HownQ Gy
G N=/ )N Cy N=/
o =y
hypoxanthine/nosine cytosing hypoxanthine/inosineg thymine .
Considerado
y una base
) H a N .
o SN FN = universal
i R M QreH=N L,
N~ N=HoN }#N\C, — N G
'C1 N:"r l‘*:N i B Msssaninns H=M
C1|.-“' l\‘_,If..-"' IH
hypoxanthine/nosine adenine hypoxanthine/inosine guanine —

Xuejun Sun and Jeehiun K. Lee. Stability of DNA Duplexes Containing Hypoxanthine (Inosine): Gas versus Solution Phase and Biological Implications. J. Org. Chem.
2010, 75, 1848-1854
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® Los enlaces fosforotiolatos dan resistencia a los oligonucledtidos de la
accion de exonucleasas, y también permiten su hidrélisis selectiva
mediante tratamiento con iones de plata.

HOCHy B
0

S_TLZO
O—CHy B
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Etapas involucradas en la tecnologia SOLID (a)

Seleccion Fragmen- \Biblioteca Secuenciacion Bjoinfor-
muestra tacion In vitro

em-PCR igacid ”
por ligaciéon matica

\ 4 \ 4 \ 4

\ 4

4

\ 4

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacién En Ordenado e
individuo. del DNA de los de los microplaca interpretacion
A partir de maltiples fragmentos fragmentos

individuos. | |

|
Como tecnologia 454
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Etapas involucradas en la tecnologia SOLID

Se puede utilizar como minimo 10 ng de
gDNA. Los fragmentos nebulizados y

Seleccion Frtagfr!en- reparados en sus extremos deben tener
muestra acion entre 100-250 pb.

A los mismos se les liga adaptadores de

secuencia conocida, comunmente

. . llamados P1y P2.
A partir de un Nebulizacion
individuo. del DNA

A partir de multiples

individuos.
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Ejemplos de adaptadores que pueden ligarse a los fragmentos del gDNA.

P1-T Mlptnr (ds)

= —m
[ er7agaptor | Sheared DMA m "mx | P2Adaptor

£9009000900505500000590
— U

18553 bp

Fragment library preparation. User Guide. SOLID
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Etapas involucradas en la tecnologia SOLID (a)

}

Seleccién Fragmen- \Biblioteca
A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacién
individuo. del DNA de los de los
A partir de multiples fragmentos fragmentos
individuos. |
|

Como tecnologia 454

Disponibilidad de
equipamiento
especifico
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Equipamiento disponible para la construccion de la biblioteca in vitro utilizando microesferas

The SOLID™ EZ Bead ™ System

SOLID™ EZ Bead ™ Emulsifier SOLID" EZ Bead " Amplifier SOLID" EZ Bead ™ Enricher

_ Enriquecimiento de
termociclador microesferas con DNA
ampplificado

Generacion de emulsion

Library EZ Bead™ EZ Bead™ EZ Bead™ Templated Beads
Emulsifior Amplifier Enricher for sequencing
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El enriquecimiento de las microesferas con amplificaciédn se realiza
mediante su captura con microesferas mas grandes de poliestireno y
con secuencia complementaria al otro adaptador.

P1 ¥Y Large (5p)
——— Polystyrene T

Centrifuge in * * Supernatant
glycerol gradient 6* * Captured beads with templates

Pellet

U Beads with no template
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Etapas involucradas en la tecnologia SOLID (b)

Seleccion Fragmen- \Biblioteca Wildfire . Secuenciacion Bijoinfor-
muestra tacion In vitro tech

por ligaciéon matica

\ 4 \ 4 \ 4

\ 4

4

\ 4

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacién En celda de Ordenado e
individuo. del DNA de los de los flujo interpretacion
A partir de maltiples fragmentos fragmentos

individuos.

\ )
|
Como tecnologia Illlumina
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Etapas involucradas en la tecnologia SOLID (b)

Seleccién Fragmen- \Biblioteca_ \/I{s/il{=

Disponibilidad de
la tecnologia
Wildfire en la

tacion In vitro tech
AIUBELE generacion de
polonias.
A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacién
individuo. del DNA de los de los
A partir de multiples fragmentos fragmentos
individuos.

\ )
|
Como tecnologia Illlumina
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Para la generacion de las polonias la empresa desarrollo la tecnologia Wildfire

Isothermal Template Walking (TW)

1
b )

‘TT*TJ*T“ prtaet i

1 Htrtittniteet

T.*‘T'.l 1]Templat " ’ i
emglate Hyb 1 A A 1t
|
K

SETE
JRT1) e—

 e—
——
3

Nicked-templaies are captured Surface primess are extended to the
a - e full lengthof templates by strand

surface-immobilioed primers at BT -
displacement enzyme at B0=C
e -\._ r . Pe Pr
[ b (4) m "
4
d : Primer 1)U Reverse Sequending
) e 2 | o]
& ' & e S— - _ e T
L 2)USER 3)reset
o, y iy ’ T E t 1 o Ar Ir
KK KKK
———— | ——— |

Tomplate replication on surfaca TW rosulted in DNA colonies of the
at 60=C for 30 min same sequence on surface

K: photo cross-linking reagent, U: deoxyuridine

Se generan 1,5 millomes de polonias por mm? de superficie

WildFire: A Simple Monoclonal Colony Generation Technology without Emulsion PCR. Zhaochun Ma, Raymond Lee, Jonathan Erikson, Swati Goyal and Kai Lao, Life Technologies,.850

Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404, USA
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Tecnologia wildfire

gDNA 1P Extension
template at 37°C
hybridization p—p
PaTTTTTTTTITTTT TTT17T
4 copies of A ,!, .l,
templates Extension
11 EMTTTT 111

'I' & Walking

1 copy of at 60°C

. template — .

TT1T111 111
_ 2 copies of
Walking templates |

A—

111 1111

L "

’

1

L

11111

f—

Extension and
strand displacement

111

El procedimiento de amplificacién dura aproximadamente 30 minutos. El crecimiento
de la polonia se detiene cuando se topa con otra.
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Etapas involucradas en la tecnologia SOLID

Biblioteca

Seleccidn Frag':r!en' Secuenciacion
muestra tacion 4 porligacién

|n vitro 2nd Base

1st Base

- o 0O P>

Biblioteca N \\'/1iil{=

\ 4 \ 4

In vitro tech

4

A partir de un Nebulizacion Er.]
individuo. del DNA g%ﬂg‘;ﬁj J‘(’)
A partir de maltiples ‘ ‘
individuos.
Separacion Amplificacion
de los de los

fragmentos fragmentos
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® Si se usa em-PCR en microesferas...

Portaobjetos de vidrio utilizados para depositar las Celda de flujo utilizada para depositar las
microesferas (aproximadamente 600 millones) microesferas (aproximadamente 1080 millones)

La disposicion de las microesferas sera al azar, y quedaran retenidas por una union
covalente entre el extremo 3" de algunos ssDNAy la superficie del vidrio
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® Si se usa generacion de polonias...

Multiple applications on a single FlowChip with different read lengths and chemistries.

. -2 Exome samples’ (50 bp x 5 bpl All caloulations assurme optimal running
efficiencies and the lollowing coverage:

1. <100% coverage of human exome
B 1 mRNA profiles’

150 bp x 35 bpl

2. »100 M tags [reads] per sample
3 2-5 M tags [reads| per sample
4. 2-5 M tags [reads| per sample

5 &-5{ cowernge of human genome

[ 20-50 ChIP-Seq samples’ & 60 M tags [reads] per sample

35 bp)

I 20-50 microRNA samples®
135 bpl

. 1 Structural variation/
inversion experiment®
12 x 50 bpl

B -2 Methylation samples*
lenriched] [75 bpl
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® Primera Ronda de secuenciacion. Se introduce un primer 1
especifico que hibrida sobre la secuencia adaptadora (incorporada luego
de nebulizar las muestras de gDNA), DNA ligasa y las sondas

fluorescentes con diferentes dinucleétidos.

B 2nd Base

ACGI XXNNMNz zz ’
Caodigo 2| A ® @® &
- E C m XXNN zz
de colores | - | g - sondas
il

. Sequencing primer A

}(xr\lhlhl%zz;
K:-_CNN;jzzz;
- T T T TTTTI '

.5' P1 Adapter | ¥

o~

molde
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® Primera Ronda de secuenciacion. El primer hibrida ...

IXNNKI'j%zz’
m KJI:NN?]%zz’

xxnﬂp;zzx
KKNNF::z;
LI

Saquanclngprimerp'

rTrTrrrTTnTT oIl
N N N Y A N N N |
5 P1 Adapter T 2
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® Primera Ronda de secuenciacion. El primer hibrida y la sonda que

tiene los dos nucleodtidos complementarios también lo hace. Luego, la
DNA ligasa cataliza la formacion del enlace fosfodiester

Z2nd Base
A C G T IKNN:jzzz’

5 "5‘. . XXNNNzzz B
| G 3
= XXNNNzZzz /™

T

. . T rrnrrri K¥ENN —

||‘|—I—P'|—I—I‘

T

Sequencing prim! AHN !N NNzzz
I N O N N N N N O O O N O O N A N N Ay o |
5 P Adapter 2
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® Primera Ronda de secuenciacion. El primer hibrida y la sonda que
tiene los dos nucledtidos complementarios también lo hace. Luego, la
DNA ligasa cataliza la formacion del enlace fosfodiester. Se lava y se

excita con luz para asi detectar emision de fluorescencia.

1 Base

2nd

A G T

. &
®

Registro

uA
n:c
bt
FT.

Excite Fluorescance

N N N Y O O U Y Y N N A o |

30
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Registro de
fluorescencia de
cada una de las
polonias o
microesferas
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® Primera Ronda de secuenciacion. El primer hibrida y la sonda que
tiene los dos nucledtidos complementarios también lo hace. Luego, la
DNA ligasa cataliza la formacion del enlace fosfodiester. Se lava y se
excita con luz para asi detectar emision de fluorescencia. Después, se
realiza el clivaje de la sonda hibridada y un lavado.

2nd Base

ACGT .
. . Se elimina la marca fluorescente

15[5;&”
46 0>

Sequencing primer A

TrTTTrTTTTTId

N N N A O |
.5' P1 Adapter J
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® Primera Ronda de secuenciacion. El primer hibrida y la sonda que
tiene los dos nucledtidos complementarios también lo hace. Luego, la
DNA ligasa cataliza la formacion del enlace fosfodiester. Se lava y se
excita con luz para asi detectar emision de fluorescencia. Después, se
realiza el clivaje de la sonda hibridada y un lavado. Se repite el
procedimiento agregando nuevamente las sondas.

Nueva incorporacién de sonda

KINN?%EZ’

TG
GT
AC
CaA
A X N MMNMNz z z
|
L1

Sequencing primer A ’
| rTTr1TTnoTTITId FrTnmi
L1 11 01 11 1 31 191.1.]1 N
5 P1Adapter T ¥




Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Primera Ronda de secuenciacién. ... Asi, otra sonda es incorporada
y Se repite otra vez el procedimiento....

2nd Base

XXNNNzzz )
FrTI Ty I Ta XXNN Zzz-
flll;llll
TG AT
GT cG
AC GC
CA TA
XX NNNXXNNN
rTrorrrnrrorid
L1011 11 1111

I O N NN M M O O O |
3!

Sequancing primer A
rTTrTrrTTnTT Tl

T O N O |
5 P Adapter T



Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Primera Ronda de secuenciacion. ... Asi, otra sonda es incorporada
y se repite el procedimiento, introduciéndose una mas....

KKNN?ZI:,’
HKHN?:::’

XKNNPzzzI"
T 1

)

-
-1
-
o I
- by
-
I'.'L""?:

X000
I— x}-ﬂ-ﬁﬂ

=
-~ =

e E
- O>

e bl el

==z
=z

i E-
F= <@ 0>

== O -0
= £
i |-

N
I
|

N N Y |
7

o
=L
E_
| -
=
L%
| 1 &
L] 2
| 1 &8
=
== 3
_|EI
- 2
—H=—1>



Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Primera Ronda de secuenciacion.

... Asi, otra sonda es incorporada

y se repite el procedimiento, introduciéndose una mas, y otra....

1st Base

IKNNPzzzj”
T1

I
e
i I
F= 00
=t 3 P
-z
-—=
== ¥

| N N A Y |
7



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Primera Ronda de secuenciacién. ... Asi, otra sonda es incorporada
y se repite el procedimiento, introduciéndose una mas, y otra hasta

completar el molde....

IINer'jzzz’

@
_32 KKHN?:::’
m
— XXNN zz ™
FrTTITITT1 xx#rﬁ_i_lz-/
1
AT AG AT AT
cCG CT CG cCG
GC GA GC GC
TA TC TA TA
NNNXXNHNNXXNNNXXNNNXXMNNN
Trrrruorrid rTTrrrrrrrrornrid
| N N N oy o v |
3




Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Segunda Ronda de secuenciacion: Finalmente, se desnaturaliza todo
el dsDNA y se inicia una nueva ronda de secuenciacién con un
nuevo primer (hibrida en la secuencia adaptadora pero en una posicion -1
respecto del primer utilizado en la primera ronda).

2™ run :

}(KNszzz ..
@ XKNN:]:::’

g:_;gnmwzz /

Sequencing primer n-1
N N Y N N N A N [ A O T N |
¥op Adapter 1 3

1st Base

-
~ =
-Z
-2
=<z
i -
EE
-t b
B




Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Segunda Ronda de secuenciacion: Cuando se incorpora una nueva
sonda y se registra la fluorescencia...

2nd Base

1st Base

L T In ke Kb

<A -0
o

Sequencing primer n-1
R EER
N TS
5 P1 Adapter

=
p = ¥

L L L L L L L L L 1 [ 1 1 0 1 L I 1L L1 1 1.1

30



Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Segunda Ronda de secuenciacion: ... el software asociado al
equipamiento dilucida cual nucleétido se encuentra en el DNA

molde...

2nd Base
xxNNNZZZ’
A C G 1

1st Base
- &0 >
® O

XX NN N >
ITTTITTI f
?:_{HN;jﬁzz;
AT
CG
GC
TA
Sequencing primer n-1 XXNNN
rTrrrrrrrrrnrIrTaold
N N N Y T N T v
=) P1 Adapter "T-"



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

Segunda Ronda de secuenciacion: ... conociéndose asi los primeros
datos de secuencia del fragmento...

2nd Base
KKNN::I: zz ’

A CGT
al €
'-"3\.
wl G XXMNNMNzzz &
— rrrrrrnrid
X X
@ @ - STTTITTY
GC
TA
Sequencing primer n-1 XEXNNN
rTrrrrrrrrTrrTiInonild
N N Y Y O N A O N N |
5 P1 Adapter [47] 3

Nucleétido dilucidado



Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

Segunda Ronda de secuenciacion: ... conociéndose asi los primeros
datos de secuencia del fragmento...

2nd Base ’
XXHWNMWz zz
@ IKNN:’:::’

KKNNFZZZ,"
T

KXNNNzzz /
FrTTrrrmrnril
(o e AT AT
CG T CG
GC GC
TA TA
ﬁ AT AT
CG 1 CG
9 &% §F 94 9
Sequencing primer n-1 w y Ny NN XX NNNXXNNNXXNNNXXNNN
TTIlI I I Il T rIrrITrrrrrrrrrrrYrrrrran
N O O N [ e 1
5 P1 Adapter TAC ¥

Primer par de nucledétidos secuenciado



Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Tercera Ronda de secuenciacion: Nuevamente, se desnaturaliza todo
el dsDNA y se inicia una nueva ronda de secuenciacién con un
nuevo primer (hibrida en la secuencia adaptadora pero en una posicion -2
respecto del primer utilizado en la primera ronda).

3th run:

2nd Base
XXNNNzzz
C G 1—|—r—1—p"|—|—|‘

A T
al © XX NNN '
nl G XXNNNzzz ° e
T . . Ly & AT AT
— cG CG
GC GC
TA TA
AT AT
CG ce
GC GC
TA TA

Sequencing primer n-2

I TTTTTTTT
LU L1 L1 11 1 1.1

P Adapter

GG

TA
|

TA

I U N U W v |
0

1
c




Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Tercera Ronda de secuenciacion: El procedimiento se desarrolla del
mismo modo que en las rondas anteriores...

Z2nd Base e
£ £ L
ACGT R RAE XXNNNz 2z
@ A. . 25
3‘8 ) - xxun#:::)’”’ o
= C _J:@__D::NN#zzz o
E G i |
i \ (0 ¢] AT ' AT
® O A% &5
GC GC
f TA TA
@P AT AT
CG CG
G 2 GC GC
T TA TA

c

A

Seguencing primer n-2 XXM

ITT T T T T T T T1

N N Y N A N |
.5I P1 Adapter CT A

N N N N O N M A o v |
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.hasta completar el molde...

® Tercera Ronda de secuenciacion: ..

2nd Base

=00
LU0 FOOL
<O~

OO
LU0 =O0g
L=

B-<goe

I s s S ™

@ _ @
©

R+
@ @
<OV~
, T R

aseq 15|

I

=0 U
<0 (=

<0 O
LU Ok

OO
L=

XXNNNXXNNNXXNNNXXNNNXXNNN
]
i

I
I
CTAC

Sequencing primer n-2
T
|

I
i
P1 Adapter

11
5



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Cuarta Ronda de secuenciacion: Se desnaturaliza todo el dsDNA y
se inicia una nueva ronda de secuenciacién con un nuevo primer
(hibrida en la secuencia adaptadora pero en una posicion -3 respecto del primer
utilizado en la primera ronda).

th ‘
4" run :
2nd Base
A CG T
@| A
c| o ® ® Qo AT AT
m CG ; CG
] [ GC GC
wn| G TA i TA
— AT 4 G AT
T@® [ 2 CG CG
W s i’ s GC GC GC
TA TAa TA
AT A A AT
CG CC CG
gc GG GC
TA TT TA

N N U U N Y O O Y N N N A o e |
E_l

]
}._-m
rlL4 8
ELdE
g 142
L] &
=
= =3
E]
7] A
- 7
—
ok
-
}.—.
(9] ™
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.repitiendo todo el procedimiento...

® Cuarta Ronda de secuenciacion: ..

2nd Base

=00g Z -
LU0 —O0 -4 B
LU0 00y Z ==

<O Ok ) ¢ -

b o et

Z =

===

Z b=

L0 D= 2 ==

<L (D= 3 fed

=0 O ==

LO0 OO0
L0 OO
L O =) Oy 3 =t
L0 (D= 3 =

NMNN
i
1

LU 0O
20O

8 g

I
CTAC

A
c
G
T
KXXNNNXXNNN
I
1

<0 M=

Sequencing primer n-3
T
1

I
1
P1 Adapter

-@_ @
@ ]
B+
@ @
<00 -
Mt

aseg 1s|

|
3




V &

I 4

ion gendmica

Adquisicion de informac

ia SOLID

tecnolog

NGS

® Quinta Ronda de secuenciacion: Del mismo modo, siguen las rondas
con primers desplazados (en este caso primer -4)...

=O0g
LU0 =00

LU0 00
<O

L0
U (O=

OO
LU= 00

100 <00

L0000
LU0 <0 O =~

OO
LU0

58
2 Sr<igoae

5

2nd Base

/ . \
-@_ @
O ;
3

@ @

< O QO
N/

aseq 15|

I
1
CTAC

Sequencing primer n-4 XXNNN
T
1

L]
1
P1 Adapter




Adquisicidon de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

® Quinta Ronda de secuenciacion: ... continuandose interpretando
cual es la secuencia del DNA molde.

2nd Base
A

0 &
ﬂ:} r
CGT A &8 P
~ 90 @ ®s P B Y :
8%’

&-:15
; GC
B C 2 r
%l G e R &b
— GC GG GC
T. . TA TT on TA
: AT A
T CG
GG
o &8 FF 2®
_ A A A @%
CG CC C
0P % g9
Sequencing primer n-4 @@ I
XEXNNNXXNNN HNNNXXNNNXXMNNN
TrTr T T T T T T P T T TR T R T T T T T TR T T T TR T T TITITId
N 1 T T T A e
.5' P1 Adapter CTACGTACAATTATGGTCTTGCGC

secuencia



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia SOLID

a -
Life/APG — Sequencing by ligation " PO,
Primer round 1 :llrlln: mr, ! @

Liniversal seq primer (n) : lp.']_ *

ol ¥ ,

ST T TIT T T 3

Pl adapter  Ta [arget sequence
} Fluorescence,

\1.2-probes Excite four-colour imaging

bl iy u
J el -ﬁ-‘j Resumen de la

z Universal bases -7
% rrrrrTorTY ; reaccion de
¥ it o ; secuenciacion

¥ s Cleavageagent e mediada por

AN ligacién de

TONIIE

TITTITTITT =
LLLRRRLLLY b |
T sondas
AYTIMMEZZE
g fluorescentes
Repeat ligation cycles Ligaticneycle! 2 3 4 5 & 7. (ncycles)
FITTTTTTTT 11"_ T .}._."-'. T
- “”*r:; AL GA  CA AR GT CG

Reset primer (i = 1), repear ligation cycles

!

Primer round 2 (Ferer | base shift

LLLL
—d
Liniversal seq - 1

e 11 % v
primer (rn— 1) MM CT GC T o
i R AR RNRRERLIERE 300 RRRRRR i} TITTTITTTTT y
e, LU LI '
;17 T GhA AC TA ¢ C

Reset primer three more times



Adquisicion de informacion gendmica
NGS tecnologia SOLID

Repeat ligation cycles Ligaticn cycle | 6 L. (ncycles)
T AT T

2
.l'l'l‘l'l'!'l'l‘l'F"'r T
{ TA Ak GA CA AA G706
LLLLLLLLL
Reset primer (= 1), repeat ligation cycles

i

e

. TTTIin ift
Primer mund_l: I'l_ L] 10, | base shift Resumen de la

Universal seq : =

i ; *_—.--\. gy .-,

primer (- 1) . WAl CT 6C TG AT CC CG reaccion de
.-'.;‘I' le !
.'«L'?xsf‘ T GA CG AC TA GG GC secuenciacion

Reset primer three more times mediada por
ligacién de
b ~ Alignment of colaur-space reads to SondaS

colour-space reference genome
Tworbase encoding each target i &

nuclectide is intemogated twice : m 8 _ ﬂuorescentes

85
Template ke
2nd base sequence
ACGT | S0poecs
ol A ) — ATACAAGA
| o
2lc CGCACCTC
| GO —GCGTGEGAG
= | T @O0 —TATETTCT . A1 T,
- J TCGGATTCAGCCTGOTGCTCTATCA
A A Read Position (g1 (2|3 |4|5|6|7 (10|11 12|13 14(15]16{17| 18 19| 20|21 |22| 23|24 25| 26| 27| 28| 29|30 | 31| 32| 33| 34|36
1 U'13'.re sal seq primer (n) sle .. .8 LA
TTITTITITITTIITT
2 Uﬂvgls;—.l seq primer (n-1) el e ol o0
TITTITITTITITITIT
3 Ur'ive:;rrsa seq primer (n-2} Bridge Prube - oo .. e .
TITITTITATIT AN IT
a Urlvc;rsa seq primer n=3) Bricige Frobe . e LI ] LIE ] ..
TITITITIITIT I I,
5 quug.sal seq primer {n-4) Bridige Probe L 2L ) L L ] L L] L]

® Incicatns nasifions of internnatinn intivn Curla [ 050 [0 (2 60 (A0 I



Descripcion de los métodos mas
utilizados clasificados dentro de
las tecnologias NGS

Tecnologia lon Torrent




Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

@ L2 tecnologia lon Torrent se basa en un metodo de secuenciacion
basado en semiconductores de iones.

Esta metodologia detecta los iones hidrégeno liberados luego de un
® cvento de polimerizacién. Por ende, es una secuenciacidn basada en
sintesis.

@ Esta tecnologia no utiliza nucle6tidos modificados ni esta basada en
propiedades épticas de compuestos.

@ L2 tecnologia fue licenciada en el afio 2010 y hoy en dia es
comercializada por Life Technologies.



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

PGM (Personal Genome Machine) Proton

Equipamiento



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

/;. s |

W1 bottle : 350l ‘IU M NaOH / ‘

W2 bottle :/2 liter W solutlnn (contains detergent
W3 bn::-ttle,t 50 ml W3 (= buffer)

4 tubes with 20 pl of the dlfferent dNTP's —



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

Cuando se produce la incorporacion de un nucleétido especifico mediante
sintesis en una reaccion de polimerizacion es retenido en la cadena naciente
el nucléosido monofosfato (base de la secuenciacion automatizada de Sanger y de la
aplicada por Illlumina), y se libera pirofosfato (base de la pirosecuenciacion y de la
tecnologia 454) y un ién hidrégeno.

El i6n hidrogeno cambiara en consecuencia el pH del entorno, senal que si
es registrada permitira identificar que el ssDNA molde que estd siendo
secuenciado posee un nucledtido complementario al incorporado.

Mediante un ISFET (lon Sensitive Field Effect Transistor) es posible registrar
tales sutiles cambios del pH reportando una seial eléctrica.

Si a su vez se dispone un CMOS (Complementary metal-oxide—
semiconductor), se termina conformando un chip similar a los utilizados en la
industria de la electronica.



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

Dimensiones del chip




Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

Caracteristicas del chip...

Micro-machined wells

Hn-zensiive |ayver —————

Proprigtany I SEMSOE ———

Esta tecnologia estd confeccionada para utilizar bibliotecas construidas en
microesferas, las cuales seran incorporadas a cada micro-well.



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

Bases de la deteccion de un nucledétido incorporado...

dNTP |

Sensing Layer ®
Sensor Plate 5o

0 1 2 3 4 5 6 7 8
]

Drain Source To column
Silicon Substrate recefver




Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

Etapas involucradas en la tecnologia lon Torrent

Seleccion Fragmen- \Biblioteca\_ =11/ = ® ;8 SCELEELTETTLRE STle0] g1 {o] &
muestra tacion In vitro por sintesis matica

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacién En chip Ordenado e
individuo. del DNA de los de los interpretacion
A partir de maltiples fragmentos fragmentos

individuos. | |

|
Como tecnologia 454/SOLID



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

Etapas involucradas en la tecnologia lon Torrent

. . Fragmen- Se puede partir de 10 ng de gDNA.
Seleccion tacion Los fragmentos deben tener un

muestra ~
tamano de entre 100-200 pb.
A los fragmentos se le ligan
adaptadores.
A partir de un Nebulizacion
individuo. del DNA

A partir de multiples
individuos.



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

Etapas involucradas en la tecnologia lon Torrent

e Se utilizan
Seleccion \Fragmen-\Biblioteca procedimientos
muestra tacion In vitro similares a los

realizados para
454 y SOLID

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacién

individuo. del DNA de los de los

A partir de multiples fragmentos fragmentos

individuos. | |

|
Como tecnologia 454/SOLID



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

Equipamiento para em-PCR para tecnologia lon Torrent



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

Etapas involucradas en la tecnologia lon Torrent

Seleccion Fragmen- \Biblioteca \_ ;i [:% Secueqciac_io "
muestra tacién In vitro por sintesis W
g \ N

7777777777

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacion En chip
individuo. del DNA de los de los

A partir de maltiples fragmentos fragmentos

individuos. | |

|
Como tecnologia 454/SOLID



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

@ Sobre el chip circula una mezcla de sintesis (DNA polimerasa, primer, 1
dNTP) en pulsos. Si el nucleétido se incorpora, se libera H+. Esto altera
el pH, lo cual es sensado por el IFSET, transmitiéndose un voltaje por el

semiconductor.

R s T T e

Nucleotide———""

incorporates Hydrogen ion
into DNA " is released

No camera, just a pH sensor



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

® Cuando se introduce un dNTP que no se incorpora, no hay cambio de pH
y por ende no existe sefnal eléctrica en dicho microwell..

— -

i, o -:IT
N e :'L' L—‘
n.‘.. .

Nucleotide is not a match / — No hydrogen

ion released




Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia lon Torrent

o v cuando se introduce un dNTP que se incorpora dos veces, el cambio
de pH es mayor y por ende la sefial eléctrica en dicho microwell también lo
sera, interpretandose correctamente.

Two bases Two hydrogen ions
are incorporated are released




Descripcion de los métodos
clasificados dentro de las
tecnologias NGS de tercera
generacion

Tecnologia PacBio




Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia PacBio

Simple Molecule Real Time sequencing (SMRT) son procedimientos de
secuenciacion de moléculas de DNA en tiempo real sin pasos de
amplificacion.

Las tecnologias SMRT se consideran NGS de tercera generacién, y la
® primera disponible comercialmente fue la desarrollada por Pacific
Biosciences en 2011.

Esta tecnologia se denomina PacBio, y esta basada en sintesis con dNTPs
® marcados con fluoréforos y en la lectura usando la guia de ondas en modo
cero, o ZMW (zero-mode waveguide)*.

® La ZMW es una estructura nanofoténica que reduce el volumen de
observacion en mas de tres 0rdenes de magnitud relativo a la microscopia
confocal (volimenes de zeptolitros, 102 L), posibilitando que no existan pasos
previos de amplificacion.

*M.J. Levene, J. Korlach, S.W. Turner, M. Foquet, H.G. Craighead, W.W. Webb, Zero-Mode Waveguides for Single-Molecule Analysis at high concentrations. Science. 299 (2003) 682-686



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia PacBio

Las tecnologias SMRT secuencian moléculas originales de la muestra.

Esto es una ventaja dado que la lectura se realiza sobre la molécula
sintetizada in vivo.

Pero por otro lado, la principal restriccién esta dada en que la muestra de
dsDNA debe ser de muy alta calidad.

Esto es, libre de contaminantes (ssDNA, RNA, proteinas, sales, solventes
organicos) y con alto grado de integridad (ausencia de nicks, de dimeros
entre bases).

La muestra de dsDNA no debe ser sometida a altas temperaturas
(>65°C), ni pHs extremos (menores que 6 o mayores que 9). No debe
tener intercalantes ni haber sido expuesta a radiacién UV.



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia PacBio

Equipamiento (PacBio RSII)



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia PacBio

Etapas involucradas en la tecnologia PacBio

Seleccion Fragmen- \Biblioteca G B EU TR = o] g1 {o] &
muestra tacion IRV P Por Sintesis - atica

\ 4 \ 4 \ 4

4

\ 4

A partir de un Sonicacién Separacion En celda Ordenado e
individuo. Fuerza de los interpretacion
A partir de maltiples  hidrodindmica fragmentos

individuos.



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia PacBio

Etapas involucradas en la tecnologia PacBio

El gDNA debe tener una masa de 500 ng
Seleccidn Fragfr!en- (para fragmentos de 500 pb), de 1 pg (para
muestra tacion fragmentos de 1 kpb o de 2 kpb), de 4 g
(para fragmentos de 5 kpb), de 10 ug (para
fragmentos de 10 kpb).

A partir de un Sonicacién
individuo. Fuerza

A partir de maltiples  hidrodindmica
individuos.



Adquisicion de informacion gendmica

NGS: tecnologia PacBio

o L2 fragmentacion del gDNA debe ser muy controlada y sin
generarse cambios drasticos de temperatura. Ademas, los
fragmentos seran de mayor longitud que los utilizados por las

NGS de segunda generacion (mayores a 800 pb).

b

M220 ultrasonicator

ultrasonido

HydroShear

Ante esta situacion, en preferencia a la nebulizacion, la tecnologia
PacBio requiere otros procedimientos, basados en sonicacion.

Fuerzas

" hidrodinamicas



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia PacBio

Etapas involucradas en la tecnologia PacBio

El gDNA fragmentado
Seleccion \Fragmen-\Biblioteca (generalmente de 2 kpb) es
muestra tacion In vitro reparado enzimaticamente en
sus extremos para
transformarlos en romos o

3 r g apto para ligacion TA.
A partir de un Sonicacién Separacion
individuo. Fuerza de los
A partir de maltiples  hidrodindmica fragmentos

individuos.



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia PacBio

@ Luego de disponer de los fragmentos de dsDNA de alrededor de 2 kpb
y con extremos romos, se procede a la ligacion de adaptadores.

® Los adaptadores tienen estructura de horquilla (hairpin).

———

___ fragmentos

adaptador

\ ' adaptador




Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia PacBio

Ejemplo de secuencias adaptadoras...

5-GTACGGGTCTCACCCGGTTAACTGCACCTGCATTAA-3

5-CCTAAGGTCTCGGAAGGAAATTATTTCGAAAAAAGA-3




Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia PacBio

Luego de tener los fragmentos con los extremos modificados, se
debe agregar el primer de secuencia para que suceda el annealing
con el adaptador.

Posteriormente, se agrega la DNA polimerasa (¢29) para que se
forme el complejo, la cual posee unida biotina.

La polimerasa @29 es codificada por el fago del mismo nombre que
multiplica en Bacillus subtilis.

Esta polimerasa es muy procesiva, tiene actividad correctora de
pruebas y tiene mayor preferencia por el ssDNA, simulando una
actividad helicasa en el proceso de sintesis.



Adquisicion de informacion gendmica
NGS: tecnologia PacBio

® La DNA pol se une al DNA, previamente complejado con el primer .

dsDNA de la
muestra con

/ adaptadores
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® La muestra asi preparada (sin dNTPs) es depositada en placas de 96
wells.

@ Luego cada una de las placas son dispuestas en el equipo, el cual se
encarga de disponer los complejos de DNA/Enzima en pequefios orificios
(ZMW) de una celda. Solo queda un complejo por celda.
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Celdas con ZMWs (alrededor de 150000)
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@ LOs orificios realizados sobre el aluminio son tan pequenos, que cuando la luz
ingresa soélo penetra los 20-30 nm de la parte inferior.
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@® Esto deriva que el volumen de deteccidon sea de 20 zeptolitros.
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Etapas involucradas en la tecnologia PacBio

El proceso de
secuenciacioén
involucra sintesis
de novo y dNTPs
marcados con
fluoroéforos

Seleccion Fragmen- \Biblioteca Gt uEEEl
muestra tacion In vitro P Sl

A partir de un Sonicacién Separacion En celda
individuo. Fuerza de los
A partir de maltiples  hidrodindmica fragmentos

individuos.
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PR secuenciacion comienza con la introduccion de los 4 dNTPs
marcados con 4 fluoréforos distintos. A diferencia del metodo Sanger
automatico y de lllumina, la marca no se encuentra en la base
nitrogenada.
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dNTP marcado en la base dNTP marcado en los fosfatos
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Esta situacion permite que la fluorescencia no quede en la molécula
sintetizada, dado que se elimina en el pirofosfato.

De este modo, detectando el dNTP que ingresa al sitio activo de la
® cnzima en el proceso de sintesis, es posible realizar la lectura de la

secuencia.
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Durante 10 milisegundos el nucleétido complementario a la cadena molde es

® retenido por la enzima para su incorporacién, tiempo suficiente para que
guede en la zona de deteccion y emita fluorescencia, lo cual es registrado en
tiempo real.

El dNTP El dNTP El pirofasfato
complementario complementario con el fluoréforo
se acerca se incorpora es liberado
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Intensity mmp
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Resumen de la tecnologia PacBio

Pacific Biosciences — Real-time sequencing
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Polymerase DMA Template Nuclaotida Analogs

Multiplex Zero-Mode
Waveguide Chip

Objective Lens
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i Znw 3

ZMW 5

Light Source Monochrome Detector



Amplificaciones previas a la
secuenciacion



Procesos de amplificacion previos

® Cuando se parte de muy poca cantidad de gDNA es posible realizar una
amplificacion previa a la construccion de la biblioteca.

Para ello, se suelen utilizar DNA polimerasas con actividad de
® desplazamiento de cadena y hexameros al azar como cebadores, para
realizar reacciones isotérmicas sin sesgos composicionales.

Estos procedimientos se denominan WGA (Whole Genome Amplification), y

@ |a metodologia mas utilizada es la conocida como SDA (Strand Displacement
Amplification), reaccion isotérmica dirigida por la DNA polimerasa del fago
¢29.
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Esquema de la amplificacion por SDA
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Procesos de amplificacion previos

Amplificacidn in vitro de genomas baculovirales como ejemplo de la

aplicacién de la técnica
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Comparacioén y aplicaciones de los
meétodos NGS
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Algunas comparaciones de los métodos comerciales...

Table 1. Properties of currently available next-generation sequencing technologies.

Platform Read length Throughput/ Approximate Machine Reagent Reagent Primary Base error rates
run time/run cost (USS) cost (USS) cost/iGb error

(uss)
Hiseq™ 2000 100 bp 600 Gb 11 days &90,000 23,470 40 Substitution ~1-2% over 100 bp
SOLID™ 4 75 bp 100 Gb 12 days 475,000 8128 <110 A-T bias 0.06%
SOLID™ ghg 75 bp 300 Gb 14 days 595,000 10,503 70 A-T bias 0.01%
SOLID™ P 75 bp 17 Gb 8 days 349,000 6101 L A-T bias 0.01%
454 G5 FLX Titanium XL+ 700 mean bp, <1000 bp 700 Mb 23h 500,000 6200 7000 Indel 0.5%
lonTorrent™ PGM™ 316 200 bp 100 Mb ~2h 50,000 750 <7500 Indel 1.2% over 150 bp
lonTorrent™ PGM™ 318 200 bp 1 Gb ~2h 50,000 925 <925 Indel 1.2% over 150 bp
Miseq® 150 bp =1 Gb 27h 125,000 750 740 Substitution ~1-2% over 100 bp
454 &5 lumor 400 mean bp 35 Mb 12h 108,000 1100 22000 Indel 1.00%
PacBio RS (early 2012) 2700 mean bp, <5000 bp 90 Mb percell <1 day (?) 095,000 110-1700 11,000- CG deletion 13.00%

340,000
Cuwrrently available neiit-generation seguencing technologies. Al spedifications are lable to rapid change. Cost information is taken from Glenn [18], but can vary widely by country and individual deal The read iengths
quven are faken fram manufacturers websites [101-105], and are the maximum over alf currently available protocals with the system in guestion. The same haids for throughput, and times are the shartest for the given
throughput. Base error rate, from the same sources, should be taken a5 2 rough indicator only as the detaids of errors vary. It & an average for the read, or for # fixed number of bases from the start of the read (which s
stated in this ase).

Joseph Henson, German Tischler & Zemin Ning. Next-generation sequencing and large genome assemblies.
Pharmacogenomics (2012) 13(8), 901-915
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Algunas comparaciones de los métodos comerciales...

method Pac Bio lon torrent | Pyroseq Seq by Seq by Sanger
synthesis | ligation

Company Pac Bio Life tech Roche lllumina Applied bio

Read length 2900bp 200 bp 700 bp 150 bp 50 bp 800 bp
Reads/run 75*10° 5* 108 1* 108 3*10° 1,2*10° 1

Time /run 2 hours 2 hours 24 hours 10 days 14 days 2 hours

$ 1*10%bases $2 $1 $10 $0.1 $0.13 $2400

Universidad de Twente. 2012
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Transcriptomics

* gene expression

analysis

= non-coding RMNA

analysis

= gene-fusion detection

= mRMNA splice-analysis

= RMNA editing

Karen S. Frese, Hugo A. Katus and Benjamin Meder. Next-Generation Sequencing: From Understanding Biology to Personalized Medicine Biology 2013, 2, 378-

miRNomics
« expression analysis
« miRMA identification

+ miRMNA editing

Epigenomics

= targeted bisulfite
gaquencing

« ChiP-Seq

= MeDIP-3eq

398; d0i:10.3390/biology2010378

methylCap-seq

« whole genome bisulfite
saquencing

Genomics

= targeted

sequencing

« whole-exome

sequencing

= whole-genome

sequencing




