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La materia viva
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La materia viva
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La materia viva
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La materia viva: funciones basicas

La materia viva es un sistema interdependiente de
macromoléculas, que posee las siguientes funciones minimas
esenciales:

® Transformacion y almacenamiento de energia
® Sintesis de materia (sostenimiento)
@® Capacidad de perpetuacion (con cambios)

® Capacidad de respuesta al entorno

+ Funciones auxiliares



Bacteria Algae, Fungi

International Committee on Taxonomy of Viruses

Entidades que son paréasitos obligados de la vida (al menos carecen de la capacidad
de transformar la energia).
Son considerados miembros del Moviloma.



Hacia el camino de entender la
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Hacia el camino de entender la
informacion bioldgica
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Ciencias y Tecnologias de la vida

. INGENIERIA
Estudio de: Aplicacion basada en la:
...la informacion contenida en la @ --.creacion o recreacion de
materia viva, informacion genética;
Su sintaxis; @® respetando sintaxis;

y sus mecanismos de transmision. @ e implantandola en materia viva.

\ 4

CONOCIMIENTO BIEN/SERVICIO

\ 4




Necesidad de conocer secuencias
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Adquisicion de informacion gendmica

Uno de los objetivos primarios de la Ingenieria Genética es la
necesidad de conocer informacion genémica.

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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Adquisicion de informacion genomica

Entidades biologicas Proyectos genomas Bases de Datos




La informacion gendmica

Algunos conceptos

Conjunto de la informacion que soporta a una materia
GENOMA : : g
vivay gue es verticalmente transmisible.

PANGENOMA !nfqrmamon genomica presente en el conjunto de los
individuos de una misma especie.

Informacién gendmica presente en el conjunto de los
individuos del conjunto de especies gue se encuentran
presentes en un mismo espacio fisico.

EPIGENOMA Informacm.r,\ genomica dlgponlble productp del grado de
compactacion de la cromatina en los eucariotas.

METAGENOMA>




La informacion gendmica

Materia viva

Informacion




La informacion gendmica

—

® Secuencias Andamio
(Origenes de replicacion, secuencias de segregacion,
secuencias de proteccion de extremos)
\\/i ® Secuencias que expresan las funciones celulares

(Genes codificantes de proteinas, Genes productores
Informacion de RNAS)

genomlca
® Relictos secuenciales no-funcionales y Moviloma

(Pseudogenes, EVEs —Endogenous Viral Elements-,
Transposones, Plasmidos integrados)




La informacidon genomica

Contenido del genoma humano
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L. I. Patrushev and I. G. Minkevich. The Problem of the Eukaryotic Genome Size. ISSN 0006-2979, Biochemistry (Moscow), 2008, Vol. 73, No. 13, pp.
1519-1552. © Pleiades Publishing, Ltd., 2008.
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La informacion genémica
Contenido de diversos genomas

Transposon and gene content depending on genome size (after [24, 369])

Species Common name Genome size, pg % TEs Gene number

Fritillaria assyriaca lily 127.4 95-99

Rana esculenta frog 5.6-8.0 77

Homo sapiens human 3.5 45 23,000
Xenopus laevis frog 3.5 37

Mus musculus mouse 34 40 35,000
Zea mays maize 2.5 60

Gallus domesticus hen 1.25 27 20,000
Tetraodon nigroviridis fish 0.51 0.14 22,000
Takifugu rubripes fish 0.4 2 31,000
Anopheles gambiae malaria mosquito 0.28 16 14,000
Drosaphila melanogaster fruit fly 0.18 15-22 14,039
Ciona intestinalis ascidian 0.16 10 15,500
Arabidopsis thaliana arabidopsis 0.16 14 26,000
Caenorhabditis elegans worm 0.1 12 20,060
Saccharomyces cerevisiae yeasts 0.012 3-5 6,680
Escherichia coli bacterium 0.0046 0.3 4,500

1 pg =978 Mpb

TE = Transposable Elements

L. I. Patrushev and I. G. Minkevich. The Problem of the Eukaryotic Genome Size. ISSN 0006-2979, Biochemistry (Moscow), 2008, Vol. 73, No. 13, pp.
1519-1552. © Pleiades Publishing, Ltd., 2008.



La informaciéon gendomica
Dimension comparativa de los genomas
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1519-1552. © Pleiades Publishing, Ltd., 2008.



La informacion genémica
Genoma codificante de proteinas

Fraccion de gDNA codificante para polipéptidos.

Homo sapiens : 1.4%
Drosophila melanogaster = 20%
Caenorhabditis elegans = 2T%
Arabidopsis thaliana = 29%
Saccharomyces cerevisiae = T0%
Escherichia coli = BE%
Mycobacterium tuberculosis = 91%
Archaeoglobus fulgidus = 92%
Figure 1 The percentage of protein-coding genes sequences in several eukaryotic and bacterial genomes.

N -

A pesar que menos del 2% del gDNA humano es codificante para proteinas,
se ha visto que alrededor del 90% es activamente transcripto, lo cual muestra
la importancia del transcriptoma no codificante.

Sana et al. Novel classes of hon-coding RNAs and cancer . Journal of Translational Medicine 2012, 10:103



La informacién: deconstruccion
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La unidad de la informacién
El gen
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Tecnologias de secuenciacion: 1G

Método de Sanger
/ Sanger y Coulson

1975 1977

Secuenciacion \ \
phi X174

Sanger et al

Conferencia Asilomar




Tecnologias de secuenciacion: 1G

J. Mol. Biol. (1975) 94, 441448

A Rapid Method for Determining Sequences in DNA
by Primed Synthesis with DNA Polymerase

F. SaxgrEr AxD A. R. CouLsoN

Medical Research Council
Laboratory of Molecular Biology
Hills Road, Cambridge C B2 2QH, England

( Received 20 December 1974)

A simple and rapid method for determining nucleotide sequences in single-
stranded DNA by primed synthesis with DNA polymerase is deseribed. It depends
on the use of Escherichia coli DNA polymerase I and DNA polymerase from
bacteriophage T4 under conditions of different limiting nucleoside triphosphates
and concurrent fractionation of the products according to size by ionophoresis
on acrylamide gels. The method was used to determine two sequences in bacterio-
phage ¢X174 DNA using the synthetic decanucleotide A-G-A-A-A-T-A-A-A-A
and a restriction enzyme digestion product as primers,



Tecnologias de secuenciacion: 1G

articles

Nucleotide sequence of bacteriophage
® X174 DNA

F. Sanger, G. M. Air’, B. G. Barrell, N. L. Brown', A. R. Coulson, J. C. Fiddes,
C. A. Hutchison I11:, P. M. Slocombe® & M. Smith*

MRC Laboratory of Molecular Biolagy, Hills Road, Cambrnidee CB2 20H, UK

A DNA sequence for the genome of bacteriophage X [74
of approximately 5,375 nucleotides has been determined
using the rapid and simple ‘plus and minus’ method, The
seguence ldentifies many of the fearures responsible for the
production of the proveins of the nine known genes of the
arganisn, including initiation and termination sites for the
proteins amd RN As. Twe pairs of genes are coded by the
same region of DNA using different reading frames.

——




Tecnologias de secuenciacion: 1G
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Tecnologias de secuenciacion: 1G

Marca radioactiva

ddATP terminates synthesis

because the 3’ H cannot act as
nucleophile in phosphodiester
Primer bond formation.

strand

Template
strand

Secuencia conocida Secuencia desconocida



Tecnologias de secuenciacion: 1G
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Tecnologias de secuenciacion: 1G
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Tecnologias de secuenciacion: 1G

Método de Sanger
/ Sanger y Coulson

1975 1977 1984 1987 1990

Secuenciacion \
phi X174 Automatizacion
Método Sanger

Sanger et al
Departamento \
de Energia,
EEUU, HGP
Conferencia Asilomar ||propuesta (Human
Genome
Project)

Francis Collins



Tecnologias de secuenciacion: 1G
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Tecnologias de secuenciacion: 1G

$ :
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Tecnologias de secuenciacion: 1G
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Tecnologias de secuenciacion: 1G

1987 - Primera Secuenciadora

* ABI 370



Tecnologias de secuenciacion: 1G

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

Carac- A7
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@
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FISH)




Tecnologias de secuenciacion: 1G

Materia viva
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Tecnologias de secuenciacion: 1G
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Francis Collins

Se origina en 1990 y planifico finalizarse en 2005



Tecnologias de secuenciacion: 1G

Método de Sanger Celera Genomics
/SangeryCouIson Craig Venter
1975 1977 1984 1987 1990 1995 1998
Secuenciacion \
phi X174 Automatizacion
Método Sanger | | Secuencia
Sanger et al
genoma
Haemophilus
Departamento influenzae RD.
de Energia, .
EEUU J HGP Craig
Conferencia Asilomar ||propuesta (Human venter
Genome _
Project) Estrategia
Shotgun

Francis Collins



Tecnologias de secuenciacion: 1G

Whole-Genome Random
Sequencing and Assembly of
Haemophilus influenzae Rd

Robert D. Fleischmann, Mark D. Adams, Owen White, Rebecca A. Clayton,
Ewen F. Kirkness, Anthony R. Kerlavage, Carol J. Bult, Jean-Francois Tomb,
Brian A. Dougherty, Joseph M. Merrick, Keith McKenney, Granger Sutton,
Will FitzHugh, Chris Fields,” Jeannine D. Gocayne, John Scott, Robert Shirley,
Li-Ing Liu, Anna Glodek, Jenny M. Kelley, Janice F. Weidman, Cheryl A. Phillips,
Tracy Spriggs, Eva Hedblom, Matthew D. Cotton, Teresa R. Utterback,
Michael C. Hanna, David T. Nguyen, Deborah M. Saudek, Rhonda C. Brandon,
Leah D. Fine, Janice L. Fritchman, Joyce L. Fuhrmann, N. 5. M. Geoghagen,
Cheryl L. Gnehm, Lisa A. McDonald, Keith V. Small, Claire M. Fraser,
Hamilton Q. Smith, J. Craig Ventert

An approach for genome analysis based on sequencing and assembly of unselected
pieces of DNA from the whole chromosome has been applied to obtain the complete
nucleotide sequence (1,830,137 base pairs) of the genome from the bacterium Hae-
mophilus influenzae Rd. This approach eliminates the need for initial mapping efforts and
is therefore applicable to the vast array of microbial species for which genome maps are
unavailable. The H. influenzae Rd genome sequence (Genome Sequence DataBase ac-
cession number L42023) represents the only complete genome sequence from a free-
livirg arganism.

SCIENCE = WVOL. 269 = 28 JULY 1995



Tecnologias de secuenciacion: 1G

Shotgun l

Genomic DNA

Assembly l

ACGATCGATCGATCGTAATTTATAGCATGCTAGCTACTGACGGGCTTTTACGGCGTTAGATATATATCGATCGATCGATGCTATATAGCGTGACTGATCGTAGCTGTAGCTAGCTGTAGCTAGCT
Genomlc Sequence

Esto fue posible gracias al desarrollo de algoritmos bioinformaticos



Tecnologias de secuenciacion: 1G

Craig Venter

Se involucra en secuenciar el genoma humano desde 1998



Tecnologias de secuenciacion: 1G

e ABI 310

e EQuipo introducido en
1996

Primer secuenciador de
capilares

Se incrementa la
capacidad de
secuencias por corrida




Tecnologias de secuenciacion: 1G

Método de Sanger

/SangeryCouIson
1975 1977

1984 1987 1990

Celera Genomics

Craig Venter

Drafts genoma

humano
Consorcio publico y
consorcio privado

1995 1998 2001 2003 2005

Secuenciacion
phi X174

Sanger et al

\

Automatizacion
Método Sanger

Departamento \

Secuencia
genoma
Haemophilus
influenzae RD.

de Energia, :
EEUU J HGP Craig
Conferencia Asilomar ||propuesta (Human Venter
Genome _
Project) Estrategia
Shot-gun

Francis Collins
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Finalizacion
Secuencia
Genoma
Humano




Tecnologias de secuenciacion: 1G

articles
]

Initial sequencing and analysis of the
human genome

International Human Genome Sequencing Consortium”

* A partial list of aethors appears on the opposite page. Affiliations are listed at the enda of the paper.

The human genome holds an extraordinary trove of information about human development, physiology, medicine and evolution.
Here we report the results of an international collaboration to produce and make freely available a draft sequence of the human
genome. We also present an initial analysis of the data, describing some of the insights that can be gleaned from the sequence.

= © 2001 Macmillan Magazines Ltd NATURE | VOL 409 | 15 FEBRUARY 20801 | wwow. nature.omm




Tecnologias de secuenciacion: 1G

'HE HUMAN GENOME

The Sequence of the Human Genome

J. Cralg Venter,"* Mark D. Adama,” Cugeoe W. Myers, ' Peter W. 11" Richard | Mural’
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THE HuManw GENOME

& 2 91-billion base pair (bp) consensus sequence of the eschromatic portion of
the human genome was generated by the whole-genome shotgun sequencing
method. The 14.8-billion bp DMA sequence was generated ower 3 months from
27.271,833 high-quality sequence reads [3.11-fold coverage of the genome)
from both ends of plasmid clones made from the DRA of five individuals. Two
aszembly strategies—a whole-genome assembly and a regional chromaosome
aszembly—were used, each combining sequence data from Celera and the
publichy funded gemome effort. The public data were shredded into 530-bp
segments to create a 2.9-fold coverage of those genome regions that had been
sequenced, without including biases inherent in the doning and assembly
procedure used by the publicly funded growp. This brought the effective cow-
erage in the assemblies to eightfold, reducing the number and size of gaps in
the final assembly over what would be obtained with 5.1 1-fold coverage. The
two assembly strategies yielded very similsr results that largely sgree with
independent mapping data. The assemblies effectively cover the suchromatic
regions of the human chromosomes. More than 0% of the genome is in
scaffold assemblies of 100,000 bp or more, and 25% of the genome is n
scaffolds of 10 million bp or Larger. Analysis of the genome sequence revealed
26,388 protein-encoding transcripts for which there was strong commoborating
evidence and an additional ~ 12,000 computationally derived genes with mouse
matches or other weak supporting evidence. Although gene-dense clusters are
obviows, almost half the genes are dispersed in low G+C sequence separated
by large tracts of apparently noncoding sequence. Only 1.1% of the genome
is spanned by exons, whereas 24% is in introns, with 75% of the genome being
intergenic DMA Duplications of segmental blocks, ranging in size up to chro-
maosomal lengths, are sbundant throughouwt the genome and reveal a complex
evolutionary history. Comparative genomic analysis indicates vertebrabe ex-
pansions of genes aszocisted with neuronal function, with tissue-specific de-
welopmental regulation, and with the hermostasis and immune systems. DMNA
sequence comparisons between the consensus sequence and publicly funded
genome data provided locations of 2.1 million single-nudeatide polymorphisms
{SMPs). & random pair of hurman haploid genomes differed at a rate of 1 bp per
1250 on average, but there was marked heterogeneity in the bevel of paoly-
morphizm soross the genome. Less than 1% of all SNPs resulted in varistion in
proteins, but the task of determining which 5MPs have functional consequences
remains an open challenge.
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e 2 estrategia del genoma haploide de la especie humana se
denomina Clone by Clone e involucra un alto consumo de
tiempo, insumos y recursos humanos. Esta 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 funcién 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 aplicé 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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articles

Finishing the euchromatic sequence of
the human genome

International Human Genome Sequencing Consorfium*

* A list of muthors and their affiliations appears in the Supplementary Information

The sequence of the human genome encodes the genetic instructions for human physiology, as well as rich information about
human evolution. In 2001, the International Human Genome Sequencing Consortium reported a draft sequence of the euchromatic
portion of the human genome. Since then, the international collaboration has worked to convert this draft into a genome sequence
with high accuracy and nearly complete coverage. Here, we report the result of this finishing process. The current genome
sequence (Build 35) contains 2.85 billion nucleotides interrupted by only 341 gaps. It covers —99% of the euchromatic genome and
is accurate to an error rate of -- 1 event per 100,000 bases. Many of the remaining euchromatic gaps are associated with segmental
duplications and will require focused work with new methods. The near-complete sequence, the first for a vertebrate, greatly
improves the precision of biological analyses of the human genome including studies of gene number, birth and death. Notably, the
human genome seems to encode only 20,000-25,000 protein-coding genes. The genome sequence reported here should serve as a
firm foundation for biomedical research in the decades ahead.
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300 millones de U$S sé6lo en secuencias



Tecnologias de secuenciacion: 1G

OPEN @ ACCESS Freely available onlline PLOS sioroay

The Diploid Genome Sequence
of an Individual Human

samuel Le'.ryl.. Granger Sutton', Pauline C. Hgl. Lars Feuk?, Aaron L. Hllp-ernl. Brian P. Walenz', Nelson Axelrod’,
Jiaqi HUII‘Iﬂ1, Ewen F. Kirknenl. Gennady Deni:n'.rl. Yuan Linl, Jeffrey R. Munonlldz. Andy Wing Chun Flngz,

Mary Shagol. Timothy B. stockwell', Alexia Tsiamouri', Vineet Bafna®, Vikas Bansal®, Saul A. Kravitz!, Dana A. Busam',
Karen Y. Bcﬂun1, Tina C. hlclntn:h‘. Karin A. R-eminqton1, Josep F. Ahril‘, John Gill‘. Jon Bomun‘. ¥ u-Hui Ilo-pers1,
Marvin E. Frazier', Stephen W. Scherer’, Robert L. Strau:bergl. ). Craig Venter

1 ). Craig Venter Institute, Rockville, Maryland, United 5tates of America, 2 Program in Genetics and Genomic Biology, The Hospital for Sick Children, and Molecular and
Medical Genetics, University of Toronto, Toronto, Ontario, Canada, 3 Department of Computer 5cience and Engineering, University of California 5an Diego, La Jolla,
California, United States of America, 4 Genetics Department, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, Barcelona, Catalonia, Spain

Presented here is a genome sequence of an individual human. It was produced from 32 million random DMNA
fragments, sequenced by Sanger dideoxy technology and assembled into 4,528 scaffolds, comprising 2,810 million
bases (Mb) of contiguous sequence with approximately 7.5-fold coverage for any given region. We developed a
modified version of the Celera assembler to facilitate the identification and comparison of alternate alleles within this
individual diploid genome. Comparison of this genome and the National Center for Biotechnology Information human
reference assembly revealed more than 4.1 million DNA variants, encompassing 12.3 Mb. These variants [of which
1,288,319 were novel) included 3,213,401 single nucleotide polymorphisms (SNPs), 53,823 block substitutions (2-206
bp), 292,102 heterozygous insertion/deletion events (indels){1-571 bp), 559,473 homozygous indels (1-82,711 bp), 90
inversions, as well as numerous segmental duplications and copy number variation regions. Non-5NF DMA variation
accounts for 22% of all events identified in the donor, however they involve 74% of all variant bases. This suggests an
important role for non-SNP genetic alterations in defining the diploid genome structure. Moreover, 44% of genes were
heterozygous for one or more variants. Using a novel haplotype assembly strategy, we were able to span 1.5 Gb of
genome sequence in segments 200 kb, providing further precision to the diploid nature of the genome. These data
depict a definitive molecular portrait of a diploid human genome that provides a starting point for future genome
comparisons and enables an era of individualized genomic information.

October 2007 | Volume 5 | lssue 10 | e254 10 millones de U$S sdlo 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 secuenciacion
® 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 estimuldo 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

HOMEV COMMUNITY CURRENT 1S5UE BROWSEARCHIVE 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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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
COMmMo resecuenciamiento.

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

Incluso, las tecnologias NGS permiten secuenciar genomas de
entidades bioldégicas sin necesidad de su previo aislamiento, y
tambien adquirir infomacion genomica de restos fésiles.
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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:

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

Tecndg'og"as ® |[lumina Genome Analyzer (originalmente Solexa technology).
dgnzeracién " m ABI SOLID analyzer.
< ® |on Torrent

Tecnologias
8 PACBIO de 3@

: —> SMRT se
® Nanopore Technologies generacion q

(Single Molecule Real
Time sequencing)
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Next Generation Sequencing

Figure 1: Conceptual Overview of Whole-Genome Resequencing

DMA Fragments
Sequencing Reads
Reference Genome

A B C D

4 4 4

of _J-
T G—A—CT—G-
gDNA Parallel Sequencing Alignment Sequence

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



Adquisicion de informacion gendmica
Next Generation Sequencing

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
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NGS: tecnologia 454

o2 tecnologia 454 esta basada en pirosecuenciacion y es
comercializada por la empresa Roche (http://iwww.454.com/).

La pirosecuenciacion fue desarrollada por Mustafa Ronaghi* e
® involucra la lectura de informacion 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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GS FL System GS Junior System
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NGS: tecnologia 454

Pirosecuenciacion

Intensity

N

3 |

Nuchootide Time
Polymerase
{NA), + Nucleatide * (NA) , +PPi
ATP sulfurylase
PPi + APS — ATP + 50
Luciferase
ATP + Luciferin + ﬂ: —_ = AMP + PPi + Oxviuciferin + l.".'ﬂt + Light

Ronaghi M. (January 2001). "Pyrosequencing sheds light on DNA sequencing" . Genome Research 11 (1): 3-11
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Etapas involucradas en la tecnologia 454

Seleccién Fragmen- Blbllqteca em-PCR Plro_sef:,uen- Blo!n.for-
muestra tacion In vitro ciacion matica

A partir de un Nebulizacion Separacién Amplificaciéon En Ordenado e
individuo. del DNA de los de los microplaca interpretacion
A partir de multiples 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

y Fraamen Realizada mediante nebulizacion de la solucion
Seleccion gm de DNA en fragmentos de 400-800 pb
muestra tacion
A partir de un Nebulizacion
individuo. del DNA

A partir de multiples
individuos.
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NGS: tecnologia 454

—_—

Nebulizador de DNA

i . Vinyl Tubing
i Atomizer
DNA Solution

2G
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Etapas involucradas en la tecnologia 454

Los fragmentos de dsDNA son
Seleccion Fragmen- \Biblioteca mod_lflcados_ en _s,us extremos
—— tacion In vitro mediante la ligacion de
adaptadores, y luego separados
entre si para formar una coleccion
de ssDNAs unidos a
U4 02 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 ultimo biotinilado). Los adaptadores estan desfosforilados para evitar
ligacion entre ellos.

El 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"
3" -AGAGGCTG TGCTCACGCA-5'

MID Adaptor B (Common):

5*Biotin-TEG-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG-3"
3'- BRCCGTCAGAGTC-5'

Ti-MID1-A
Ti-MIDl-Aprime

Ti-MID-B
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
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Fragmentos de dsDNA
modificados en sus
extremos

-----
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Coleccion 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
emulsiony
retenidos en
84 < < < microesferas.

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacion

individuo. del DNA de los de los

A partir de multiples fragmentos fragmentos

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

®

PCR en emulsion O
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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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. Ideal microreactor
containing one strand of
,/ Ibrary DNA, primers,
,/ one bead and PCR mix
7/
7/
Emulsion o —r 7 .
Make emulsion [~ Emuision

PCRmix  (ag. by mixing)

Bead s

Library DNA
3. Extenslon : polymerase
amplifies the forward 2. Annealing : ONE fragment
strand starting from the (reverse strand) anneals %o
bead towards the primersite adaptersite on the bead 1. Denaturation of _ACACOCOCOCOCO00

library fragment

= ad s »

4. Denaturation ; | reverse strand denatures
from the bead, the rd strand is connected o
the bead by the su osphate backbone of DNA

ANNNNNANSY S Anneaing : reverse 8. Extension : polymerase
ampiifies the forward strand starting 20
from the bead towards the prmersde, and

o rd strand the reverse strand starting from the primer towards the bead s -
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Etapas involucradas en la tecnologia 454

Seleccidn Fragrr]en- Blbllo_teca em-PCR P'ro_seF}Jen'
muestra tacion In vitro ciacion

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

individuos.
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Las microesferas conteniendo los productos de PCR son tratados con
solucion 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 nucleodtido 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.

]
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Next Generation Sequencing. University of Twente. 2013
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Reaccidn de secuenciacion

Signal image

AGAAITCGGCATGCTAAAGT C Aghaleh
APS '

ATP

Light + oxy luciferin
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Equipamiento por dentro
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| ‘Hia

Equipamiento por dentro



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

Tecnologia lllumina




Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia lllumina

o2 tecnologia lllumina fue desarrollada por Solexa, compafia 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 fluordforos 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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0 Ny 0
“ I HMWJ\/D\@\HWH
0

0

9 H)k/c'x/\ou

0 N
\<a\ o 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 reversibles de cadena sintetizada


http://gcat.davidson.edu/mediawiki-1.15.0/index.php/File:Genome_analyzer_iix.jpg
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Etapas involucradas en latecnologia lllumina

Seleccién Fragmen- \Biblioteca \_ slilels[=5 Sintesis con  Bjoinfor-

ny: . terminadores Zar
muestra tacion In vitro PCR eversibles matica

¥ \ 4 \ 4 \ 4

9

¥

A partir de un Nebulizacion Separacién Amplificaciéon En celda de Ordenado e
individuo. del DNA de los de los flujo interpretacion
A partir de multiples 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

y Fraamen Realizada mediante nebulizacion de la
Seleccion gm solucion de DNA en fragmentos de 200-400 pb
muestra tacion
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
Seleccién Fragmen- \Biblioteca mod_lflcados_ en S__‘.l’JS extremos
. taciéon 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 Polinucleotido quinasa (PNK).
La introduccion de Aes 3" extendidas se realiza con Klenow.
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DNA fragments

) [ Blunting by Fill-In
and exonuclease

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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Ligacion adaptadores

|dsDNA muestra

\I L

AN e

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

\/~ 8§ H
'{ Adapters
aﬁ’“ 2% ﬁ
o 3 Celda de flujo (flow cell)
/ e [ 14
o s
Rendomly fragment genomic DNA Bind single-stranded fragments randomly to
and Egate adapters to both ends of the the inside surface of the flow cell channels.

fragments.

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 oligonucledtidos 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

Seleccién Fragmen- \Biblioteca
muestra tacion In vitro

;dd uniabeled nudeotides and enzyme to
' ' ' ’ initiate solid-phase bridge amplification.
A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacion
individuo. del DNA de los de los
A partir de multiples fragmentos fragmentos

individuos.
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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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@ LOs ssDNA derivados de la muestra e hibridados a los oligonucleoétidos
complementarios presentes en la celda son extendidos mediante el uso
de TagDNa pol.

—> Cadena sintetizada por Tag DNA pol

o
—

ssDNA muestra

3’ 3’ Uno con una 8-oxo-guanina
o

} Oligonucleétidos unidos a la celda de flujo /‘

El otro con un Uracilo

YOI

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

—> Cadena sintetizada por Tag DNA pol

3 Uno con una 8-0xo-guanina
o

} Oligonucleétidos unidos a la celda de flujo /‘

V4V 4

Celda de qujoG

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

> Cadenasintetizada por Tag DNA pol

EEmEmm®

Cadena sintetizada
por Bst pol

Uno con una 8-oxo-guanina
o

} Oligonucleétidos unidos a la celda de flujo /‘

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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4. FRAGMENTS BECOME DOUBLE 5. DENATURE THE DOUBLE-STRANDED 6. COMPLETE AMPLIFICATION
STRANDED MOLECULES

Keals™
\ TN —— ,_-»"'/.'
\terminus  termipus \ - \ !li | ,iﬁ
\ - (R | i il
Wi i S B i
| ;'\FEJ M 1’ LN II‘!I’!i ¢ M ; Illy!‘] l. H l:f‘? i
L N L b Lyl ” ‘!“ iyl T ‘1"5” : /
i (S i i ¢
N B R l=!| 5 55 ;\igl f‘lt‘“‘ A ;
i lI | Loasy | Clusters
i i
The enzyme incorporates nudeotides to Denaturstion leaves single-stranded Several milkion dense dusters of double-
build double-stranded bridges on the solid- templates anchored to the substrate. stranded DNA are generated in each channel
phase substrate. 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 micron.



Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia lllumina

Etapas involucradas en la tecnologia 454

Seleccién Fragmen- \Biblioteca Sintesis con

., ; terminadores
muestra tacion In vitro reversibles

¥ \ 4 \ 4

N 4

\ 4

A partir de un Nebulizacion Separacién Amplificaciéon En celda de
individuo. del DNA de los de los flujo
A partir de multiples fragmentos fragmentos

individuos.
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@ L0s 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 VIII), |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

Fosforilacién 3

Molde de secuencia

y bloqueo

de cadena /

Celda de flujo Celda de flujo Celda de flujo

uracilo

\
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@ LO0s 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 fuoroforo
y se revierte la capacidad terminadora de sintesis para repetir el ciclo

(agregado de tris(2-carboxietil)fosfina-TCEP-) . ﬁ
fluorescencia

X X

5 5 5
—> primer

molde\ 3 A_ X

‘III
«

Agregado Eliminacion
X de ddNTPs X de fluoréforo X
marcados y

regeneracion
del OH 3

Celda de flujo § Celda de flujo Celda de flujo

Posterior
lavado
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. = o -
» 40 millign clusters per flew cell
3 ® - - A,
®

Vision amplificada de las
polonias emitiendo
fluorescencia en funcion del
DNA presente en el cluster *20 micronss
# -
Z

Nurfiin
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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
x 5 3

» .| B

X
| Alcali y Sintesis de
3" fosfatasa la otra
3’ cadena

7/ 7/

Celda de flujo Celda de flujo Celda de flujo

Celda de flujo
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® Finalmente, se elimina l|la cadena ya secuenciada mediante
tratamiento con Fpg (formamido-pirimidina DNA glicosidasa) y posterior
desnaturalizacion. La cadena que queda unida a la celda es
secuenciada del mismo modo que la primera.

&

»
n
i
[ =
[ n
[ L=
[

*

ﬁ;/ /

Celda de flujo Celda de flujo

Fpg I

(63}
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7. DETERMINE FIRST BASE 8. IMAGE FIRST BASE 9. DETERMINE SECOND BASE

i
Laser Laser
First chemistry cyde: toinitiate the first After laser exditation, capture the image of Second chemistry cyde: to initiate the
sequending cyde, add ol four labeled reversible emitted fluorescence from each duster on the next sequending cyde, add all four labeled
terminators, primers and DNA polymerase flow cell. Record the identity of the first base reversible terminators and enxyme to the
enzyme to the flow cell. for each duster. flow cell

La reaccion de secuenciacion se realiza por sintesis e incorporacion 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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10. MAGE SECOND CHEMISTRY CYCLE 11. SEQUENCE READS OVER MULTIPLE 12. ALIGN DATA
CHEMISTRY CYCLES

G P PS
T
. .GCTIGATGTGCCGCCTCACTCCGCTGE
® G CACTCIGIGG
— CTCACTCCIGIGG
l —»GCIGATGTGCCACCTCA
GATGTGCCACCTICACTC
x GIGCCGCCICACICAIG
. ® CTCCIGTGG
. . I Lnknowe woriond Kaces
G v idavead ord soled SINF cofind
G
‘@ @
G @6
_, GCTGA...
After laser excitation, collect the image data Repeat cycles of sequending to determine Align data, compare to a reference, and
as before. Record the identity of the second the sequence of bases in 2 given fragment identify sequence differences.

base for each duster. a single base at time.

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

Emission filter wheel

Autofocus laser i
P

Microscope objective = Green laser

(
Flow cell : ]
A/ ’

Prism

Red laser

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 Illumina/Solexa — Reversible terminators

|' t—rl’ll i |4[7|‘I\‘I_ I#I
Genomic DNA

1 Fragment (200-500bp)

=

1=\

l Ligate Adaptors

l Generate Clusters

Sequence First End

...... A2 §

Regenerate Clusters and
Sequence Paired End

/A oNCEL’/,

Resumen de la tecnologia
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Descripcion de los métodos mas
utilizados clasificados dentro de
las tecnologias NGS

Tecnologia ABI SOLID
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o2 tecnologia SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection) disponible desde 2008 ha sido desarrollada por Applied
Biosystems, la empresa que aportd 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 biotecnologica denominada Life Technologies.

@ El sistema de secuenciamiento de SOLID tambien es conocido como
2 base encoding y esta basado en reacciones de ligacion.

Este método no involucra sintesis como la pirosecuenciacion
® (tecnologia 454) o la quimica reversible de terminadores fluorescentes
(tecnologia Illumina).
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Equipamiento SOLID
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El método de secuenciacion involucra el uso de sondas

Enlace Pl'ObeS
fosforotiolatcN
Cleavage site  Fluorescent dye 2nd Base
‘ F 4  ACGT)
X X N N z ’ % A ‘ ‘
3T 1 ] 8 C
1 5|
5 Unlvebrsal bases n
egenerate bases N
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

o c
hypoxanthine/inosine cytosing hypoxanthine/inosine thymine

H H 0 M

LERLERRRNR — ::-I
_N ? H=M N:;? 4N W I"IJ
I. J‘I, o \‘.. N D"”H_N b1
/N_._ M —Hrermnmny N\ ) — :,:' il C1I
[ —/ N— C1

II:1 N_ _N M Pssssnniann H=M

-+

hypoxanthinefnosina adenine hypoxanthina/inosine guanine

Considerado
una base
universal

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 hidrolisis selectiva
mediante tratamiento con iones de plata.

HOCHy B

i
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Etapas involucradas en la tecnologia SOLID (a)

A Fragmen- \Biblioteca Secuenciacion Bjoinfor-
Seleccion gm . em-PCR " por ligacién o
muestra tacion In vitro matica

¥ \ 4 \ 4

N 4

\ 4

N 4

A partir de un Nebulizacion Separacién Amplificaciéon En Ordenado e
individuo. del DNA de los de los microplaca interpretacion
A partir de multiples 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 Frtag_rr]en- reparados en sus extremos deben tener
muestra acion entre 100-250 pb.

A los mismos se les liga adaptadores de

secuencia conocida, comunmente

v 8 Ny 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.

| ‘
L T T e
L D D e R ORoRT

/ Barcoded Adaptor
I

| PrTadaptor | Sheared DNA

[ |
[rrmme ] Sheared OVA )

———

T T T d 118 :l )
Barcode-0XX (ss) P2 Adaptor (ss)
10 bp 23bp

[ Barcoded Adaptor (ds) l
19353 bp

#\y Frnosphorothicate bond

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

Seleccién Fragmen- \Biblioteca
muestra tacion In vitro

Disponibilidad de
equipamiento
especifico

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

A partir de multiples fragmentos fragmentos
individuos. | |

|
Como tecnologia 454
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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

QG---.’

Library EZ Bead™ EZ Bead™ EZ Bead™ Templated Beads
Emulsifier Amplifier Enricher for sequencing

Generacion de emulsién
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El enriquecimiento de las microesferas con amplificacion se realiza
mediante su captura con microesferas mas grandes de poliestireno y
con secuencia complementaria al otro adaptador.

e Polystyrene T
bead

Centrifuge in * * Supernatant
glycerol gradient 6" ‘. Captured beads with templates

Pellet

\—/ Beads with no template
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Etapas involucradas en la tecnologia SOLID (b)

Seleccién Fragmen- \Biblioteca @A/ il {=ENECIEUHE LN STl (o] &
muestra tacion In vitro tech o lEEelan matica

A partir de un Nebulizacion Separacién Amplificaciéon En celda de Ordenado e
individuo. del DNA de los de los flujo interpretacion
A partir de multiples fragmentos fragmentos

individuos. | |

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

Disponibilidad de
Seleceion Fragmen- \Biblioteca \_ W/ eiiliz la tecnologia

generacion de
polonias.

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacion

individuo. del DNA de los de los

A partir de multiples fragmentos fragmentos

individuos. \ J

|
Como tecnologia Illlumina
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Para la generacion de las polonias la empresa desarrollé la tecnologia Wildfire

Isothermal Template Walking (TW)

1 pe P
‘I | J {z.l n ’ 23
L L T pitttrtitttitees 1ttt wl [ | ]
| B e FETHL = " hpih st 1411
Lhb) L e [ 111 ] 1]
Surface primers are extended to the ———— aaat R KK K K
:‘ﬁﬂmﬁﬁﬂﬂ% full langthof templates by sirand —
displacement encyma at =G
LRI (5 p n
Forwar d Sequencing Primer Reverse Sequencing
] A alllla H H ‘ H H‘ ‘H mud probes  extension . 1N 4 with forward probes
¥ NUSERIyeset
- - il |
s il (4441
Templata replication on surface TW resulted in DNA colonies of the -] e
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

4 Pc
gDNA .J,. re Extension 'I' Walking l e
template at 37°C 1 copy of at 60°C
hybridization template

Pa’ Pa

SOOI MTITIRIINITE 111frittiet

.—’:& - 1 F.'\: '—
4 copies of : .I, .l, 2 copies of | l
templates i I I Extension Walking templates |, Extension and

A e strand displacement
Fa’ !

F’E‘TTTTTS‘“‘E'E’%TTTT Tttt 1111111

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 latecnologia SOLID

Biblioteca
In vitro

2nd Base
ACGT

Seleccién Fragrr]en' Secuenciacion
muestra tacion por ligacion

1st Base
“— 0 0>

Biblioteca
In vitro

\ g

¥ \ 4

En

A partir de un Nebulizacior _
individuo. del DNA microplaca o
A partir de multiples ' ‘ celda de flujo
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 ssDNA y la superficie del vidrio



Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

@ Si se usa generacion de polonias...

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

I -2 Exome samples’ (50 bp x 5 bp! All calculations assume optimal running
efficiencies and the following coverage:
1. ~100X coverage of human exome

2.>100 M tags [reads| per sample
3.2-5M tags [reads) per sample
4.2-5M tags [reads) per sample
5. 4-5X coverage of human genome
6. 60 M tags [reads) per sample

. 1 mRNA profiles’
(50 bp x 35 bp)

[ 20-50 ChiP-Seq samples’
(35 bp)

B 20-50 microRNA samples*
(35 bp)

. 1 Structural variation/
inversion experiment®
(2 x 60 bp)

- ~2 Methylation samples*
(enriched) (75 bp)
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Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

® 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
AGCGT XXNNNzzz
cédigo | 3| » O2LO® ARRRAAN
0 C m XXNNNzzz
de colores | .| : - sondas
ot @@
T XXNNPzzz/'
. ‘ Sequencing primer A {()j(NN‘NZZZ/
- G O I 8 B 0N v

" AT T A W O I o T (O i N O o N it N O N A0 DA O 2 O ) AN O ek W L O B M
5 P1 Adapter r 3

molde



Tecnologias de secuenciacion: 2G
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® Primera Ronda de secuenciacion. El primer hibrida ...

2nd Base
A CGT XXNNNzzz
2| » @OL® M
al C A : m XXNNwzzz’
wnl| G
T

gy xxuwuzzzp
. ‘ XXNNNz 22 »

Sequem:lngpﬂmetA

53 4.0 39 0:) b&
TR VR R R T S BN IR WA G I 0 K D VO G A O X LR Bl I G T ol D )
5"  P1Adapter T 3




Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

® 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.

2nd Base
XXNNyzzz’

@ ,
7] XXNNNz2zz
K
(a8}
TJ.; &%
X= XXNNNzzz /™

T &

RS XXNNPzzz)’”
T

m S

Sequencing prim ATXXNNNzzz J°
LA L L AL LA R L b L -l L L L - - )
5 P1 Adapter T 3




Tecnologias de secuenciacion: 2G
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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.

2nd Base
A'GC G T
ol A @ S Registro
al C
< 289
® @

Excite Fluorescence

Sequencing primer AXXNNN_zzz/’"'

R O S0 D T O R U A VR 2 A7 W SE O R )
I W STV I T R e A SIS o T o A T ST N O B R PR IR B 1
5" P1 Adapter T 3




Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

Registro de
fluorescencia de
cada una de las
polonias o
microesferas




Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

® 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

A CGT
®_ 0
@

Se elimina la marca fluorescente

1st Base

490 0>

A

TTTT1 TT1

I T L1l
5 P1 Adapter T




Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

® 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.

2nd Base Nueva incorporacion de sonda
ACGT XXNNNzzz
ol » @OLO® B
al C
%| G g
R0k XXNNNzzz /™~
T @000 AT

)ﬁXNNyZZZ/
T

Seqn.vencingpnmetA ,

B BR B Bk 550
0 R A0 e e 1) 2 BB B RS LA L L L - bbb -}
5 P1 Adapter I 3




Tecnologias de secuenciacion: 2G
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® Primera Ronda de secuenciacion. ... Asi, otra sonda es incorporada
y Se repite otra vez el procedimiento....

2nd Base
A.CGT XXNNNzzz
2|~ @000 T
®| c a XXNNNzzz
(a8 o
»| G
i XXNN zzzﬁ
T .
. . & 3R R XXNN zzz('
'Iill?'l’l’l’

N NN
]
L1l

W R G B OO U B0 I Bd I e I R W DO



Tecnologias de secuenciacion: 2G
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® Primera Ronda de secuenciacion. ... Asi, otra sonda es incorporada
y se repite el procedimiento, introduciéndose una mas....

2nd Base
A CG

i) XXNNwzzz.,
.l I‘ XXNN:jzzz’
® ©

)

1st Base
- O O0O>

XXNN zzzﬁ o
 5E 1 (&
Ll ' XXNN#ZZZ/'&
T 1
TG AT AG
GT CG CT
8% §5 g8
Sequencingprimer ¥ X NNNXXNNNXXNNN
il Ed B 00 W Al 08 L A ik
O T T Y5 T NS B R Y R e R Y O Do T A b )
5 P1 Adapter T




Tecnologias de secuenciacion: 2G
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® Primera Ronda de secuenciacion. ... Asi, otra sonda es incorporada
y se repite el procedimiento, introduciéndose una mas, y otra....

-~ X-0 0>
- X>00-

o o >
-

- - =
X440 0>

= XO> -0

o >
e 4

—-—1z
== X-HOO>

-1
b >

b 4
—-—lz
e 4

Sem.mf'nclr\gprimerA N

B R S R R T
T TS0 T TN T W T v O R RO S
5 P1 Adapter T 3




Tecnologias de secuenciacion: 2G
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® Primera Ronda de secuenciacion. ... Asi, otra sonda es incorporada
y se repite el procedimiento, introduciéndose una mas, y otra hasta
completar el molde....

2nd Base

ACGT XXNNNzzz
o_o &

XXNN#zzz’
. ‘ XXNszzzﬁ
XXNszzz}“

1st Base
- 0 0O >

TG AT AG AT AT
GT cG cT CG CG
s e ga gE g
Sequencing primer ' NNNXXNNNXXNNNXXNNNXXNNN
VST TT D03 FELAERT L EY L FAEE A RAE 3 50
RN AN S N e O RS B EE eB 00 OS] KBS RSN WN DN N D I Iox B Cu B RO R St R DR DR S X R R Ay
T

«

5" P1 Adapter



Tecnologias de secuenciacion: 2G
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® Segunda Ronda de secuenciacion: Finalmente, se desnaturaliza todo
el dsDNA y se inicia una nueva ronda de secuenciacion con un

nuevo primer (hibrida en la secuencia adaptadora pero en una posiciéon -1
respecto del primer utilizado en la primera ronda).

2™ run :
Z2nd Base }(](Nhlll’zxz.-!l
A CGT
o 2 @ ® @ XXNNNzzz
B
ﬁ G I}(NNhj:zzz‘j
. T. . FrTTrrrnrnrid XX NN 73

-_:l

Sequencing primer n-1

rrrri rrria
N N N N N [ N N N N N N O N N N Ny e
5 P1 Adapter T 3



Tecnologias de secuenciacion: 2G
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® Segunda Ronda de secuenciacion: Cuando se incorpora una nueva
sonday se registra la fluorescencia...

2nd Base ,
XXNNNzzz
AC G T
2| » OD0O T xxunne e ®
Il c e
m . .
wn| G a XXNNN_zzz} @
— . AL 3 TR Bel BE PR | 3
T’ . - XXNN:jzzz)
AT
cG
GC
TA
Sequendngpdmern-1xxNNN
9% B v O O B 3 R 50 BE bR
e B el fa e 0S1 G e B B T OEE of Sl B ] DR AT W P I U NS R NN N bed SN ey O BN R3S B (AN BN NN D% B |
‘5' P1 Adapter T




Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

® Segunda Ronda de secuenciacion: el software asociado al

equipamiento dilucida cual nucledtido se encuentra en el DNA
molde...

2nd Base s
r AR 4 4

ACGT ﬁ—ﬂ—p‘l—l—l’
2| » 90O % xxunne e ®
o C
wn| G a XXNNN_zzzﬁ
— o B HL AR W R R W

@ 0@

O+ X-no>»

Sequencing primer n-1

|38 30 5 B8 ML BBC R
S N O T
5' P1 Adapter




® Segunda Ronda de secuenciacion: ...

Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

conociéndose asi los primeros
datos de secuencia del fragmento...

2nd Base

XXNNNzz2z
A C G-T ﬁﬂﬂ—pﬁﬂ—r’
®o__o g I
a' NNN‘ZZZ/Q &
N B S 50
. . OO )T()(NN‘rjzzzj

1st Base
- O 0O >

FA
Sequendngpdmern-1xxNNN
AL RS ST 5 R I
IS T R Y T N R IR B BT TSSO O VR e I o I
5" P1Adapter @ 2

Nucledtido dilucidado



Tecnologias de secuenciacion: 2G
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Segunda Ronda de secuenciacion: ... conociéndose asi los primeros
datos de secuencia del fragmento...

2nd Base ,
XXNNNzzz

A C B T

XXNN#zzz’

a| € § XX NN o
5 6 SCTTTITS JU ¢ LLT TT%
._T R Y B G P |
‘ X ‘ (x) I AT AG AT
( cG CT CG
A / GC GA GC
A TA C TA
@2 ( AT AG AT
CG CcG
GC . GC GC
o 5 LA - TA T C TA
equencing primer -1 » 3 NN NX X NNNXXNNNXXNNNXXNNN
BEHEBENESRIARALAETEE R X H SO G H SRR R R
gLt B g Boh L I R e B o ol N B ot RO 9 AN BT O LTt I e B R RS A O U B )
5" P1 Adapter TAC 3

Primer par de nucleotidos secuenciado



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

3th run :

2nd Base ,
XXNNNzzz
C G

A i |
% @ @ “ xxu~‘rjzzz’

@ © XX NN @
o| G XXNN?LZZZ)‘E e

T . . (0 ®) AT AG AT

cG CG

GC GC

TA TA

% AT AT

CG cG

GC GC GC

TA TA TA

ing primer n- ;
HREGERD:S N
b L L L L e L L ]
5 P1 Adapter TAC 3



Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

@ 'ercera Ronda de secuenciacion: El procedimiento se desarrolla del
mismo modo que en las rondas anteriores...

2nd Base ,
XXNNNzzz
p AvC:‘G T “ XXNNszz’
g ’ . XXNN:‘zzzﬁ
onl C @& . X_X_Nszzz%
»| G (L L)
3 & 0 ¢ G AT AT
T‘ . 3 2 1 CG CG
A GC GC
! TA TA
gg ( AT AT
3 | CG CG
GC \ C GC GC
_TA TA TA
GA
Sequencing primer -2 » » \ N NXX NN N
5B R R B
R R A e N S I T R T W SR U v O R I B Y O A I Y A
‘5' P1 Adapter CTAC



2G

lacion

=

L

SOLID

a

.hasta completar el molde...

tecnolog

NGS

2nd Base

Tecnologias de secuenc

® Tercera Ronda de secuenciacion: ..

Ll Ll

1

— —

=00g
<00 OO«

OO -0

<O 0O

z
z
Z b
x b —g
o b=
Z
Z
Z =~
<O O} A= e X =
¢ f= et
Z
z
z
x
x
z
z
=z

FOOg
<OOF =00«

<O O <O O

<O O

T R0<0 00 X
OO X |-~

::
GC
TA
GA
XXNNN
CTOEY T Y
G A T 5
CTAC

T
1

T
1

Sequencing primer n-2 . +
T
L1
P1 Adapter

T
|

T
1

L1
5

< 0O 0 -
Wi

aseq Is|




Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

@ Cuarta Ronda de secuenciacion: Se desnaturaliza todo el dsDNA y
se inicia una nueva ronda de secuenciacion 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 CGT
ol A
’J)'O . ‘ w AT AT
x|l C cG C CG
e GC GC
nl G ( TA T( TA
— AT AT
T ‘ ‘ ég cG T cG
GC GC GC
TA TA TA
AT AA AT
CG ccC CG
GC GG GC
TA 1P TA

A
Sequencing primer n-3
TR R RS TR
dol Rl L L b L L b e L
5' P1 Adapter CTAC 3
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.repitiendo todo el procedimiento...

2nd Base

® Cuarta Ronda de secuenciacion: ..

=00«

<O 00«
<O L0O0g
<O 1}
QO <
= COCO O
<O O
=00«

<O0 FOOg
<O 0O+ <O O

<O+ 00«
<O O

,.‘x‘TGCA
<O O ¢

w@xm O«
O

O <OO-

<O O

XXNNNXXNNNXXNNNXXNNNXXNNN

Sequencing primer n-3

e

=
L
q

-
© &
Caw.
@ @
< O O -
==

aseg 1s|

e —

b

e

e

[ —

o

o —

— —

-

.

e

—

e

—

R
B

5.4 W R U S
bl il

CTAC

P1 Adapter

‘s'
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® Quinta Ronda de secuenciacion: Del mismo modo, siguen las rondas

con primers desplazados (en este caso primer -4)...

5" run :

=00«
<O+ =00«
<COO0--00g
<OOF (9
<O O
<O O~
OO0
<O ~00g
LOO0F OO
<COOF-00«
<OO
<O00«
<O O

D <O OOCK -

8:<3 goue

T,

‘ & .

-

% )

nw Q » Y,

- Cmp

= &R

~ AA'; .v
< 0O O -

N

oseg 15|

DCOCOO-X ==

N
B
L1 11

LOOFX |~
p— =y
}— —

b —f

z
z
4
Y ) D et
} L O ==t
Z
Z |-
Z -
COOX ==~
OO |-~
Z |-
Z f=
Zh-

A
Cc
G
7
X

—

b— —

— —

CTAC

- —f
. —
— —
- —
- —
—_
-
b —

- —

Sequencing primer n-4 X NNN

P1 Adapter

- =

b —

‘s
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. continuandose interpretando

cual es la secuencia del DNA molde.

® Quinta Ronda de secuenciacion:

2nd Base

T e s 1)

(!
. f..ﬂ.\.‘

T
© &
Cmu“"nwan
@ @
< O O -

aseq 1s|

Sequencing primer n-4 XX NNNXXN
T
1

L1 11l

N
L
CTACGTACAATTATGGTCTTGCGC

1
1
P1 Adapter

secuencia



Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia SOLID

a p—
Life/APG — Sequencing by ligation /7~ POH
Primer round 1 | \ @
Universal seq primer (n) AT *
P Pladapter Ta larget sequence
— ‘ Fluorescence,
1,2-probes Excite four-colour imaging

z Universal bases

e o y reaccion de
¥ Gnnnzzz '1’,3 , secuenciacion
S Cleavage agent e mediada por
i ligacion de

* JUSSERESENEY
5

ks i *J Resumen de la

3’
xXynnnzzz

3
YT ™ sondas
xXynnnzzz
- v fluorescentes
Repeat ligation cycles Ligationcyclel 2 3 4 5 6 7. (ncycles)
Iy TYITIYYITTYTI IO
AT TT €T GT TT CA GC
‘““”””TA AR GA CA AA GT CC

Reset primer (n - 1), repeat ligation cycles

\

Primer round 2 | | base shift
-]

LLLLLY

Universal seq ¢ "

v \
werin - ’ - ~ - ”~, ~
primer (n — 1) BN CT GC TG AT CC ©G

acd O T

T GA CG AC TA GG GC

Reset primer three more times



Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS tecnologia SOLID

Repeat ligation cycles Ligaticncycle ] 2 3 4 6 7.(ncycles)
 FTTTTITTTTI N TLYNyTT, m‘r'rmfr'rm Ty
O II{ &t &6
RALLLLLLLL v
Reset primer (n =), repeat ligation cycles

v

Primer round 2 li’ ny I~l | base shift
LLLLY Resumen de la

Universal seq P M M, .
primer (n— 1) R ™ AT CC G reaccion de

\ M C"I" GC 'O Lo

g,.;‘3~,‘= M'TWT TITYTTTITErTITTY . .,
el ! secuenciacion

zx{.’.-, T GA CG AC TA GG GC
Reset primer three more times med|ada por
ligacion de
b Alignment of colour-space reads to
e £ sondas

( ‘ y  colour-space reference genome
Two-base encoding: each target | P 5

nucleotide s nterogated twice | §2 3 388 ‘g&vw fluorescentes

Template
_2ndbase  sequence 00¢00:;?_ ’_‘g
3| &G “’Q ATACAAGA wﬁ 88
A GOO® —ATA G s 5 .
3| C QOO ) —CCCACCTC 8-88-85-5-83-vocoec-
=|GC PIC) —GCGTCGAG * SNP
1ot

» - — ™r |
@ TATIGTICT | 0 GGATTCAGCCTGCTGCTCTATCA

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 Un;rre'sal seq primer {n) ) .. -8 ..
2 Uﬁvg’lsal seq primer (n-1) oo e . AL
3 Ur'ivesrrs-a saq primer (n-2) Biridge Proke . ™ ) .. L
4 Uriv%rrsa seq primer (n-3) ridige Frabe ™ ol . .|e ..
5 Uni'.rgzsal seq primer (n-4) Bridge Probe ele el L] LK )

& Incicatos nncitine A intecnnaginn s e BB E 2 s BB



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

Tecnologia lon Torrent




Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia lon Torrent

o2 tecnologia lon Torrent se basa en un método de secuenciacion
basado en semiconductores de iones.

Esta metodologia detecta los iones hidrogeno liberados luego de un
® cvento de polimerizacion. Por ende, es una secuenciacion basada en
sintesis.

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

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



Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia lon Torrent

PGM (Personal Genome Machine) Proton

Equipamiento



Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia lon Torrent

/ / /
W1 bottle : 350p1 100 M NaOH
W2 bottle :/2 liter W3 solution (contains detergent
W3 bottley: 50 ml W3 (= buffer)

4 tubes with 20 pl of the different dNTP's



Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia lon Torrent

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

El ion hidrégeno cambiara en consecuencia el pH del entorno, sefal que si
es registrada permitira identificar que el ssDNA molde que estad siendo
secuenciado posee un nucleotido complementario al incorporado.

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



Tecnologias de secuenciacion: 2G
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Dimensiones del chip




Tecnologias de secuenciacion: 2G
NGS: tecnologia lon Torrent

Caracteristicas del chip...

Micro-machined wells

lon-sensitive layer ————————

Proprietary lon SeNSOT ————ss———

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



Tecnologias de secuenciacion: 2G
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Bases de la deteccion de un nucledtido incorporado...

dNTP |

Sensing Layer ®
Sensor Plate go

~

-20
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (s)

Drain Source To column
Silicon Substrate receiver
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Etapas involucradas en latecnologia lon Torrent

Seleccion SECIUENERNETIIEER em PCR Secuenciacion Bjoinfor-
muestra tacion In vitro porsintesis  matica

A partir de un Nebulizacion Separacién Amplificaciéon En chip Ordenado e
individuo. del DNA de los de los interpretacion
A partir de multiples fragmentos fragmentos

individuos. | |

|
Como tecnologia 454/SOLID



Tecnologias de secuenciacion: 2G
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Etapas involucradas en |la tecnologia lon Torrent

Seleccion Fragmen- Se puede partir de 10 ng de gDNA.
muestra tacion Los fragmentos deben tener un
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.
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Etapas involucradas en latecnologia lon Torrent

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

realizados para
454 y SOLID

A partir de un Nebulizacion Separacion Amplificacion

individuo. del DNA de los de los

A partir de multiples fragmentos fragmentos

individuos. \ J

|
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15 min hands-on; 4 hours amplification; 35 min enrichment

Equipamiento para em-PCR para tecnologia lon Torrent
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Etapas involucradas en latecnologia lon Torrent
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@ Sobre el chip circula una mezcla de sintesis (DNA polimerasa, primer, 1
dNTP) en pulsos. Si el nucledtido se incorpora, se libera H+. Esto altera
el pH, lo cual es sensado por el IFSET, transmitiéndose un voltaje por el
semiconductor.

incorporates Hydrogen ion
into DNA " is released

No camera, just a pH sensor
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@ Cuando se introduce un dNTP que no se incorpora, no hay cambio de pH
y por ende no existe senal eléctrica en dicho microwell..

Nucleotide is not a match / No hydrogen
ion released
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Y 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
serd, interpretandose correctamente.

Two bases Two hydrogen ions
are incorporated are released




Descripcion de los métodos
clasificados dentro de las
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Tecnologia PacBio




Tecnologias de secuenciacion: 3G
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 generacion, y la
® primera disponible comerciaimente fue la desarrollada por Pacific
Biosciences en 2011.

Esta tecnologia se denomina PacBio, y estd 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 nanofotdonica que reduce el volumen de
observacion en mas de tres ordenes de magnitud relativo a la microscopia
confocal (volumenes de zeptolitros, 1021 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
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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 restriccion 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 radiacion UV.
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Equipamiento (PacBio RSII)
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Etapas involucradas en |la tecnologia PacBio
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Etapas involucradas en |la tecnologia PacBio

El gDNA debe tener una masa de 500 ng
Seleccién Frag_n]en- (para fragmentos de 500 pb), de 1 ug (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  hidrodinamica
individuos.
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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).

@ Anteesta situacion, en preferencia a la nebulizacion, la tecnologia
PacBio requiere otros procedimientos, basados en sonicacion.

e

M220 ultrasonicator

ultrasonido

HydroShear

Fuerzas

" hidrodinamicas


http://covarisinc.com/products/afa-ultrasonication/m-series/
http://www.digilabglobal.com/hydroshearPlus
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Etapas involucradas en |la tecnologia PacBio

El gDNA fragmentado
Seleccion  \Fragmen-\Biblioteca (generalmente de 2 kpb) es
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Sus extremos para
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@ 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).

adaptador

——

___ fragmentos

adaptador
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Ejemplo de secuencias adaptadoras...

5-GTACGGGTCTCACCCGGTTAACTGCACCTGCATTAA-3

5-CCTAAGGTCTCGGAAGGAAATTATTTCGAAAAAAGA-3
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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.
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® La DNA pol se une al DNA, previamente complejado con el primer .

dsDNA de la
muestra con

/ adaptadores
PN fi"%“ﬁ

£ Ty seibibdisd sessassoselits
"'-Onsfg ‘\’lu"’.

Agregado de primer de
primer secuencia y DNA pol

. nyi‘.’
\ DNA pol

biotinilada



http://gasstationwithoutpumps.files.wordpress.com/2011/12/pacbio_circular_consensus.jpg
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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 pequefos 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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Piso
transparente
tanto de
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70 nm diametro
100 nm de profundidad

Aluminum

Glass El complejo
DNA/DNA pol se

Presencia de Excitati Emission posiciona en e
- xcitation
estreptavidina lugar donde
sucede la

ZMW con un complejo de DNA/Enzima

excitacion
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@ LOs orificios realizados sobre el aluminio son tan pequefios, que cuando la luz
ingresa solo penetralos 20-30 nm de la parte inferior.

-

-

Glass Substrate

@® Esto deriva que el volumen de deteccion sea de 20 zeptolitros.
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Etapas involucradas en |la tecnologia PacBio

El proceso de
Seleccion  \Fragmen-\Biblioteca SGEIEIEELD secuenciacion
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o L2 secuenciacion comienza con la introduccion de los 4 dNTPs
marcados con 4 fluoroforos distintos. A diferencia del méetodo 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.
fluorophore
. : base /" nu,
HO 0 0 / NP
0 . o -~
o~ "N
HN o o o
N —P—Q—P—0—P—-0— |,
- "o o o N_H
linker HDH HH
triphosphate deoxyribose

dNTP marcado en los fosfatos

Zona de

deteccion

fluorescencia fluorescencia

luz
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Durante 10 milisegundos el nucleétido complementario a la cadena molde es

® retenido por la enzima para su incorporacion, 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 latecnologia PacBio

Pacific Biosciences — Real-time sequencing
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Nature Reviews | Genetics
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Polymerase DNA Template Nucleotide Analogs

ZMW 1
ZMW 3

ZMW 5

Light Source Monochrome Detector
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Tecnologia Nanopore
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Oxford Nanopore Technologies es una empresa que comercializa un
sistema de secuenciacion en tiempo real a partir de 2015.

El equipo mas representativo se denomina MinlON, es portable y soporta
secuenciaciones de longitud larga (>10 kb; a mayor escala esta el
PromethION, el GridION, y a menor, el SmidglION).

La tecnologia se basa en poros que poseen dimensiones en escala
nanomeétrica, los cuales son de naturaleza proteica (por ejemplo alpha-
hemoslisina).

Los nanoporos son dispuestos en membranas conductoras de la
electricidad, de modo tal de que cuando son atravesados por moléculas de
ssDNA, en funcion de sus nucleoétidos, ocurren cambios de potencial que
pueden ser detectados.
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MINION
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PromethIlON

® Cada celda poseen 3000 poros.

Se estima que puede producir hasta 6 Tb
por dia (2000 genomas humanos, 30X).
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GridION
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SmidgINION
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dsDNA
Poro proteico

L

membrana \
ssSDNA

> Enzima motora

2048 nanoporos en un MinlON
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Etapas involucradas en |la tecnologia PacBio

Seleccién Fragmen- \Biblioteca SGEaSIMEE LRSS el ] {o]&

¥

¥ \ 4 \ 4 \ 4

A partir de un Mediante Ligacién de En celdas Ordenado e
individuo. tratamiento adaptadores, interpretacion
A partir de maltiples  enzimatico (con Separacién

individuos. transposones) de los

fragmentos



-----

Tecnologias de secuenciacion: 3G

NGS: tecnologia Nanopore

o
. DNAsample—\K
A high molecular
constriction > + weight gDNA
l fragmentation 30 mins
= - (optional)
‘_ ;‘;‘“«» //
A\ ",.;Q,;«““‘ end-repair and
dA tailing 20 mins
‘ o7 A=
v . ® e
T— t T \l adapter ligation 19 iiing
,\.: // —_—
l tether attachment 12 mins
\‘ >
— // —
°/ 25 mins




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.



Procesos de amplificacion previos

Esquema de la amplificacion por SDA

Very lon&irom (270 k&) end



Procesos de amplificacion previos

Amplificacion in vitro de genomas baculovirales como ejemplo de la

aplicacion de la técnica
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Comparacion y aplicaciones de los
meétodos NGS



Adquisicion de informacion gendmica
Next Generation Sequencing

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/Gb error

(uss)
HiSeq™ 2000 100 bp 600 Gh 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 77 Gb 8 days 349,000 6101 80 A-T bias 0.01%
454 G5 FLX Titanium XL+ 700 mean bp, <1000 bp 700 Mb 23h 500,000 6200 JO00 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 1Gb ~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 35 Jurior 400 mean bp 35 Mb 12 h 108,000 100 22,000 Indel 1.00%
PacBio RS (early 2012) 2700 mean bp, <5000 bp 90 Mb percell <1 day (7} f95,000 1101700 11,000- CG deletion 13.00%

340,000
Cuwrrently available next-generation seguencing technologies. All specifications are Mable to rapid change. Cost information is taken from Glenn [18], but can wary widely by country and individual deal. The read lengths
quiven are faken from manufacturers websites [101-105), and are the maximum over alf currently awailable protocals with the system in guestion. The same halds for throughput, and times are the shartest for the given
throughput. Base error rate, from the same sources, should be taken as a rough indicator only as the details of errors vary. It is an average for the read, or for a fixed number of bases from the start of the read (which is
stated in this case).

Joseph Henson, German Tischler & Zemin Ning. Next-generation sequencing and large genome assemblies.
Pharmacogenomics (2012) 13(8), 901-915
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Next Generation Sequencing

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