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SEKWENCJONOWANIE

| generacji

metoda Sangera,
metoda chemicznej degradacji Maxama-

Gilberta

Il generacji

metody NGS

lll generac;ji

technologia SMS (ang. Single Molecule

Sequencing)

Metoda Sangera
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Technol ogi a NGS
(ang.NextGeneratiorSeguencing
Sekwencjonowanie Nowe] Generacji)

AMetody sekwencjonowania Il generacji proponujg szereg zmian w
porownaniu z metodami sekwecjonowania | genracji:

(+)

Krétsze odczyty

Prostsze przygotowanie biblioteki

( Platformy do sekwencjonowania

(oparte o macierze) pozwalaja na Gorsza jakosc i doktadnos$¢ odczytéow

sekwencjonowanie znacznie wiekszej
liczby odczytéw

. J

("Unieruchomienie sekwencjonowanych\ Trudna algorytmicznie analiza danych
czasteczek na jednej powierzchni
umozliwia przeprowadzenie reakcji w
matej objetosci (mniejsze koszty

L sekwencjonowania)

J




Sekwencjonowanie Nowej Generacji
Platformy

llumina SOLID®
PACIFIC
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Sequencin@ySynthesis

APirosekwencjonowanie, przez synteze z kaskada 4 reakg;ji
enzymatycznych

ASekewencjonowanie mostkowe, przez synteze z odwracalna
terminacjg

ASekwencjonowanie typu lon Torrent, przez synteze z detekcja
protondéw na uktadzie scalonym

ASekwencjonowanie przez ligacje, fluorescencyjne znakowanie krétkich
oligonukleotydow

ANowe pomysty: sekwencjonowanie przez spektrometrie mas,
sekwencjonowanie w nanoporach



llumina

Sekwenator MiSeq:

U Technologia SBS (ang. Sequencig BBynthesissekwencjonowanie
mostkowe

U Integracja etapow- amplifikacja, sekwencjonowanie i wstepna analiza

danych- w jednym urzadzeniu

Odczyty do 2x 300pz

15Gb produktu w trakcie jednego cyklu

Prosta obstuga Za StOSOwa N |e M |Seq .

Wysoka doktadnos¢ odczytow

cC. C:. C:. .

Sekwencjonowanie celowane
Metagenomika

Sekwencjonowanie matych genomow
Celowana ekspresja genéw
Sekwencjonowanie amplikonéw
Identyfikacja roznic w poziomie ilosci kopi
Rearanzacje chromosomalne

Sekwenator MiSeq firmy lllumina zostat zakupiony w ramach Programu
Wieloletniego IHAR-PIB
Obszar 1; Zadanie 1.2; Temat ,,Charakterystyka i diagnostyka molekularna
wybranych zasobow genowych roslin uprawnych
i towarzyszacych im chwastéw” finansowanego przez
Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi.
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Od czego zaczac?

Przygotowanie Amplifikacja

biblioteki DNA matrycy

Stowniczek NGS

Biblioteka — kolekcja zsekwencjonowanych fragmentow (odczytow) DNA/RNA
Adaptery — krétkie sekwencje dodawane na koncu sekwencjonowanych
fragmentéw. Bardzo czesto usuwane sg juz przez sekwenator, jednak niekiedy
trzeba usuwac je samodzielnie.
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sekwencjonowanie
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spwwmme | Restrykcja

\ 2. Ligacja
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Wg dr Tomasza Suchana

¢ PozZadana liczba loci

Etap restrykciji

obér enzymow
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* Uzyskanie gtadkiego” profilu

Etap ligacji

T NP
Puil Pt

-
-“4

Pat Msp!

4. Selekcja fragmentow | <=

Oczyszczanie

AMPure XP
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Selekcja fragmentow

insert = 300-400 bp
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sekwencje techniczne = 122 bp
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Wg dr Tomasza Suchana

Selekcja fragmentow

AMPure XP
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Selekcja fragmentow

Pippin Prep




Sekwencjonowanm Technologillumina(SBS)
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PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE
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Adapters

i

Randomly fragment genomic DNA
and ligate adapters to both eénds of the
fragments.

2. ATTACH DNA TO SURFACE

Adapter

DNA

—\ fragment

; Dense lawn
of primers

J

Bind single-stranded fragments randomly to

the inside surface of the flow cell channels.

3. BRIDGE AMPLIFICATION

\ S

Add unlabeled nucleotides and enzyme to
initiate solid-phase bridge amplification.

https://www.illumina.com/



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

=

e ko
san

-~

The enzyme incorporates nucleotides to Denaturation leaves single-stranded Soveral million dense clusters of double-
build double-stranded bridges on the solid. templates anchored to the substrate. strandod DNA are generated in each channel
phase substrate. of the flow cell

https://www.illumina.com/



7. DETERMINE FIRST BASE
4 A

J

First chemistry cyde: to initiate the first
sequencing cycle, add all four Isbsled reversible

terminators, primers and DNA polymerase
enzyme to the flow cell

8. IMAGE FIRST BASE

9. DETERMINE SECOND BASE
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After laser excitation, capture the image of
emitted fuorescences from each duster on the
flow cell. Record the identity of the first base
for each cluster,

Laser

>,

Second chemistry cycle: to initiate the

next sequencing cycls, add all four labeled
reversible terminators and enzyme to the

flow cell.

https://www.illumina.com/



10. IMAGE SECOND CHEMISTRY CYCLE
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11. SEQUENCE READS OVER MULTIPLE
CHEMISTRY CYCLES
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After laser excitation, collect the image data
as before. Record the identity of the second
base for each cluster,

12. ALIGN DATA
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i T
GCTGATGTGCCECCTCACTCCEGTGE
3] ’;
| CACICAIGTSG
| craaccgcmc
—>GCIGATGTGCCACCTCA |
GATGTGCCACCTCACTC

GIGCCBCCTICACICCIG
CICAGIGG

\_ \_, GCTGA..

Repeat cycles of sequencing to determine
the sequence of bases in a given fragment
a single base at time.

\_ )

Align data, compare to & reference, and
identify sequence differences.

https://www.illumina.com/



Analiza bioinformatyczna

Stowniczek NGS

Odczyty sparowane (ang. paired reads) — Szczegdlnie
przydatne do mapowania fragmentow genomu z
sekwencjami powtdrzonymi

Pokrycie — liczba zmapowanych odczytow,
przypadajgcych na dang pozycje w sekwencji
referencyjnej

Pokrycie = 4 Pokrycie = 2

Sekwencja referencyjna

Wg dr Wioleta Drobik-Czwarno
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Pojedynczy rekord formatu FASTQ
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SEQ ID
ATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCA

PYRCO(R**E) ) BFFHE) (55%%F) L LAA* =X 1 1) ) *+55CCF>>

>gnl|SRA|SRR191637.1221 HWUSI-EAS1600:1B_HJ1:8_5_2010:0:5:21:1153:5906
CGTACNNNNAATAGTTTAAACTGTTTGGTTCGTATG

One channel quality score

30 30 30 27 30 2 2 2 2 27 28 28 24 27 28 32 32 32 32 32
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

Phred Quality Probability of Base Call
Score Incorrect Base Call Accuracy
10 1in10 90%
20 1in 100 09%
30 1 in 1,000 99.9%
40 1 in 10,000 99.99%
50 1 in 100,000 99.999%




Podstawowe etapy analizy NGS

1. Kontrola jakosci surowych danych (format fastq)
A Jakoéé odczytow, jakosé par zasad w odczytach
2. Mapowanie do genomu referencyjnego:
A Indeksowanie genomu referencyjnego
A Mapowanie — format fastq > SAM
A Zmiana formatu SAM na BAM
3. Obrébka pliku BAM: sortowanie, indeksowanie, formatowanie
4. Wykrywanie wariantow (generujemy plik VCF):
A SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu
A INDEL — krétkie delecje i insercje
A Warianty strukturalne (np. CNV)
5. Dalsze kroki zaleznie od celu analizy



Dot ychczasowe

Wykonawca tematualr Maja Boczkowska, Kierownik temaicof. dr hab
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Barkoding (DNA chloroplastowe):

> << <<L

Identyfikacja filogenetyczna owsa:

matK
trnH-psbA
trnL-trnF
psbK-psbl

Rysunek 1. Drzewo
filogenetyczne
utworzone na
podstawie regionu

trnH-psbA
atpF-atpH iyl P
Analiza zréznicowania genetycznego roslin z gatunku Avena
(ISSR, SSR, AFLP, morfologia, cechy uzyteczne rolniczo, SRAP)
Trwaja prace nad walidacja sekwenatora lllumina MiSeq oraz
pierwsze préby sekwencjonowania regionéw barkodowych
I_| - I'i||| .
I_-., -/~ .. Rysunek 3 Drzewo

Rysunek 2 Drzewo L rar: { filogenetyczne

filogenetyczne utworzone Pl | e utworzone na

na podstawie regionu &7 rJ—| r,_;:i_’: podstawie regionu

psbkpsbl A T atpFatpH

] i G776 1] Aoren Mhata

i 5 1] Aoer ol
I; 1M 1) Avwm rito
[t ELN 1) Aver rianis
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ELEI184 1) Avern clasda
GUIETITE 1) Avera clmals

i 1

ELE3I852 1) Aver macsedludye
ELE51861 1] Avern vermco s
ELE338+3 1] A cnariensis
GUITIT A Avers canariensis
GUIETITL 1| Avers cnarensis

GUIETIT 1] Avern canarionsis
GUISTIT 1| Avers canarensis

GUIETIEY 1) Avera barbat

42 1) Aver e
9.1 Avers beevts
431 Avena bispanica
67168 1| Avera beevis
UMTIET 1 Avvers hisparsca
T84 1| Avvera useasca
L4181 Avera lusmamca
UGTIHS 1) Aovers lusmamca
ELES1E51 1) Averm lnsitamica
GUNMTI0L T Avern luskanica
ELE:3§47.1) Ao i

L3a7277.1 )| Avens damasc e
U3ATIE0.1 | Avera Eaies vouches
U367T282 1) Avera g
1147265 1) Avera barbatn
U6T284.1] Avvern hisnda
ELE33848 1) Avera hirnda
GUMTIEL 1] Averm attwiica
ELE33841 1] Avern bartat
GUMTIE 1| Aven batab
GUIETIA 1| Aves batat
ELEH 1857 1] Avverm rada

GUIETIN 1) Avers langighers

5 1| Avvera vavdvins
E4.1) Avena hemda

5
' ) % ELE31850

EL ik

) (GLIIGT263 1) Avens barban

T GLIIET2E3 1| Avers bimda

N\
10 GLMETIE ]| Avers sava
Rysunek 4. Drzewo" S
filogenetyczne ”
utworzone na
podstawie regionu
matKdla sekwencji
zdeponowanych w
bazie danych NCBI
nucleotide.

98 1| Avera saagln
3011 A sEEve

0 1) Aviin SEvE vl
EUIGTING 1| Avens S sCrams
ELESIS62.] | Avera wieas
ELERI8] | Avera maeve
ELESIE3 ] | Ao serils
(L0799 1| Avena porid enalis
ELES1E25 1) Avera oocidenal
EUIT 0.1 Avena eocid enalis
GUMTI 1) Avern porid enalis
GUNGT0E 1| Ao oo enzlis
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X Analiza SNP metodg ddRAD-Seq w obrebie gatunku Aven
innych roslin upranych

X Wykorzystanie protokot ddRAD-Seq do:
Badan nad rozwojem ewolucyjnym
Analizach populacyjnych
Identyfikacji nowych markerdow SSR w systemie MiSeq

X Wdrazanie nowych technik przygotowywania bibliotek z uzyciem
sekwenatora MiSeq lllumina

X Szukanie zmiennos$ci w akcesjach z gatunku Avenamacrostachya
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