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Les techniques de séquencage
L'analyse qualiteé

http://get.genotoul.fr
http:/ /bioinfo.genotoul.fr




et

Génome et
Transcriptome

3

v Séquencage : déterminer la succession linéaire des bases A, C,
G, T de I'ADN, la lecture de cette séquence permet d’étudier
I'information biologique contenue par celle-ci

v Séquencage Nouvelle Génération (NGS, Next Generation
Sequencing) : Séquencage a tres haut débit, génération d’un
tres grand nombre de séquences simultanément

http://get.genotoul.fr
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A quoi sert le sequencage?

RNA-seq transcriptome sequencing.
Informations sur les ARN via le séquencage de
I’ADN complémentaire (cDNA)

Re-séguencage séquencage d'un fragment
d’ADN et comparaison du résultat obtenu avec
une séquence de référence connue - détection de
SNP, haplotyping

Séquencage de novo : séquencage d'un génome
pour lequel il n'existe pas de séquence de
référence, détermination d'une  séquence
inconnue

Epigénétique : étude des changements d'activité
des genes qui sont transmis au fil des divisions
cellulaires ou des générations sans faire appel a
des mutations de I'ADN.

Génotypage par séquencage : découverte et
génotypage de plusieurs milliers de
polymorphismes de type SNP/INDEL chez de
nombreux individus

Metagénomique : analyse du matériel génétique
provenant directement des échantillons
biologiques — étude de la diversité génétique d'un

GENOTYPING
BY SEQIIENCING

D1 EANTUCIIAN

Rad-Seq
Amplicon-seq (up
to 170 samples)

TP

Amplicons-Seq

/6/

e

‘Trunscriplion

Transcripts

-
[ | I
[ I

Alternative spIi(ing

o

STRUCTURAL

VARIATIONS ‘

Mate Pair
(up to 8Kb)

EPIGENETICS
STUDIES

21nhiE2

'.~ Whole Genome

8Kb Bisulfite Sequencing
MedIPSeq

Restriction
enzyme

. 4

RESEQUENCING

NFIACIAN

Whole Genome
Sequencing

J

TRANSCRIPTOME
ANALYSIS
HUMFI213

Stranded RNA-seq ‘

4

échantillon
http://get.genotoul.fr
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From Sanger to 3™ generation

Unique sequence Next Genration Sequencing Long Reads Sequencing
Chromium
Sanger .
NGS - short reads (10X genomics)

2xHiSeq 3000 _

/

2 x 150 pb !

16 or 48 capillaries ‘ /éﬁ
3 x MiSeq — Oxford Nanopore
15 Gb MinlON

2 x 300 pb

llv e 3G - long reads

- PacBio Rsl!

70 000 reads - 20 kb

http://get.genotoul.fr
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MiniSeq MiSeq NextSeq

HiSeq 4000 HiSeq X Ten

MAX QUTPUT

8 Gb

MAX READ NUMBER

25 million

MAX READ LENGTH

2x150 bp

MAX OUTPUT

15 Gb

MAX READ NUMBER

25 million

MAX READ LENGTH

2x300 bp

MAX OUTPUT

120 Gb

MAX READ NUMBER

400 million

MAX READ LENGTH

2x150 bp

MAX OUTPUT
1500 Gb

5 billion

MAX READ LENGTH

2x150 bp

MAX OUTPUT

1800 Gb

MAX READ NUMBER

6 billion

MAX READ LENGTH

2x150 bp

gena
toul

http://get.genotoul.fr ?
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Presentation d’'un séquenceur NGS
Illumina HiSeq3000

Spécifications :
v 700 Gb / 1 run (2,5 jours)
v Paired-end (2x150 bp) : ~600 millions de séquences/lane

v Séquencage par synthése

1 flowcell = une lame = 8 lignes

Syringe pumps

T
7 .

Optics

Flow cell
access door

Reagents
compartment
Keyboard &
mouse tray
Hlumina

. e B i
AL AP BN 2

http://get.genotoul.fr ?‘ foul
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Productivité et cout

50

45
40
35
30
25 BGb / FC
20 BGb / sem
15 $/Ghb
10

n ;

- WEm Ew

Hiseq Hiseq Hiseq Hiseq Hiseq X Hiseq X
2000 25001T 3000 4000 five ten

Januvary 2015 : announcement  HiSeq3000 & HiSeq4000
(same Flow Cells as Hiseq X)

4000
3500

3000

E 2500
‘ 3
J

2000
1500

1000
500

onﬂln

http://get.genotoul.fr
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Construction des librairies Illumina

v Ligation des adaptateurs (contiennent I'index)

FT

nas
o P5 et P7: Fixation sur la flowcell “Ad1 5P ™
o SP 1 et2: primers de séquengage -

e Tag: index (6 bases): multiplexage par 24

L‘l:aw | mu“: Ligation toadapters

http://get.genotoul.fr
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G

eurunjj

Contained environment
No need for clean rooms
Sequencing performed

Design de la flowcell
inside the flow cell

|

2222203544

Surface of flow cell
coated with a lawn

of oligo pairs
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Geéneration des clusters

v' Hybridation des librairies grdce aux adaptateurs a I'intérieur de la flowcell

v" Synthése du brin complémentaire

v Dénaturation

Sngle molecules | Adapter

hybridize to the

lawn of primers

Molecules are
extended by
polymerases

Newly synthesized
covalently attached to
the flow cell surface in
a random pattern |
;
:

[S—

Double-stranded
denaturation

Original template is

washed away

IV {1
§ § § ; &
H & i g L 3}: §:
i i 4
1 )7
VAV
B ¢
P AL
748’ .
ilumina

gena
toul
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Geéneration des clusters

v Formation d’un pont
v" Synthése du brin complémentaire
v Dénaturation

Single-strand flips over to
hybridize to adjacent
primers to form a bridge

Hybridized primer is
extended by polymerases

Bridge is denatured

v VvV ¥V Vv Vv i Humina

gena
toul

http://get.genotoul.fr ?
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Geéneration des clusters

- Bridge amplification cycle
repeated until multiple bridges
are formed

Bridges denaturation

Reverse strands cleaved and
washed away

Seq;Jéncing
primer
’ie
§ { Al
y Jx : /{ E § !
E e i B / 3
Z //!5 L/ ¥ L1851 5 i iy
; { % ¥ L il S A,
2By ¢ 28177 1 ; 17
L } - L v/ 'l o Z 1 L |24
L L gi - 1 -r L b e L
1 $ .3 L 3
¥ 3 ~ i i " 3' & : 1
i ¥ i

> Formation de 750 000-850 000 clusters / mm?

http://get.genotoul.fr ? oul
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Fluidigm C1 Single Cell RNA seq

R W
P O
VRE Wy

Dol Loven U | e

L E N EEE———

S vy g -
g
g
v
X
[ —

C, Single-Cell Auto Prep System Any Illumina System

http://get.genotoul.fr
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From Sanger to 3™ generation

Unique sequence Next Genration Sequencing Long Reads Sequencing
Chromium
Sanger .
NGS - short reads (10X genomics)

2xHiSeq 3000 _

/

2 x 150 pb !

16 or 48 capillaries ‘ /éﬁ
3 x MiSeq — Oxford Nanopore
15 Gb MinlON

2 x 300 pb

llv e 3G - long reads

- PacBio Rsl!

70 000 reads - 20 kb

http://get.genotoul.fr
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3ieme génération de séquenceurs

+ Séquencage molécule unique
+ Pas d’étape de PCR
+ Lectures longues

- Beaucoup d’erreur pour l'instant (>10%)

Ce sont des erreurs aléatoires qui se corrigent hien
avec une couverture importante

@ PACBIO®

SAMPLE DATA FROM R&D

Al
R&D Development mean = 32k |/ |
/ ‘

502 st

0003

Targeting 2016 Release

http://get.genotoul.fr
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Read length increase

147 SMRT on 1st sunflower genome:

18kb cut off
e N50 15365 (loading 0.36nM= 1036Mb

e 200 Mb / SMRT cell N50 subreads = 19kb

103 SMRT on 2nd sunflower genome:
e N50 18510
e 1041 Mb / SMRT cell (max 1 445 Mb)

50

Read Length (kbases)

20kb cut off
(loadina 0.45nM= 1000Mb)
N50 subreads = 20.5kb

Top 10 of our longest subreads
80974 bp
79860 bp
79834 bp
78105 bp
77481 bp
76881 bp
76558 bp
76355 bp
75569 bp
75559 bp

http://get.genotoul.fr

6h

i movie
3000

2000

SMRT® Cells

40 50
(kbases)

60




et

Génome et
Transcriptome

3

From Polymerase Reads to Read of Insert/ CCS

\“".'o’ ..&‘.‘.-'c.
5 o >
‘,!lﬂulw«unuunountwunuuvvuu-uwuownuwul i, :

& ’h‘_ o
* e T

4,

‘*-'E.,t
Polymerase Read == \A_\ / 7
Subreads

!

|
Read of Insert / Circular Consensus Sequence (CCS)

« Subreads (purple and gold) are separated by adapter sequences (green)

« Read of Insert represents the highest quality single-sequence for an insert,
regardless of number of passes

« 2= 2 full polymerase passes required for CCS

http://get.genotoul.fr
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Barcoding Background

Barcode Barcode
A —

C —

Insert

Short Insert

O Q - Polymerase will go around multiple times;
multiple opportunities to view barcode

Long Insert Few polymerases may make

O Q ‘ >1 pass; many polymerases
may not see first barcode (or

second one)

geno
toul

http://get.genotoul.fr ?
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Correction: Intra- versus Intermolecular

intramolecular
correction

multimolecular
correction
J Raw Reads
. ) \\ j—
Subreads | . \ —_—

|
l L 1
|
[ m—
Circular Consensus Sequence (CCS) Corrected Long Read, seed read

Read of Insert

http://get.genotoul.fr ke
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From Sanger to 3™ generation

Unique sequence Next Genration Sequencing Long Reads Sequencing
Chromium
Sanger .
NGS - short reads (10X genomics)

2xHiSeq 3000 _

/

2 x 150 pb !

16 or 48 capillaries ‘ /éﬁ
3 x MiSeq — Oxford Nanopore
15 Gb MinlON

2 x 300 pb

llv e 3G - long reads

- PacBio Rsl!

70 000 reads - 20 kb

http://get.genotoul.fr



et

Génome et
Transcriptome

S

geno

New techlonogy available

Chromium (10X genomics)

- Library prep for lllumina sequencing

- Long range genomic (~100 kb), haplotyping
- Single cell analysis

- Exome sequencing

R1 Barcode N-mer \ ‘a E

} ‘m‘j&\ N Allows for Genome ‘)
Ui ,};x\ 4 sequencing on HiSeq X

http://get.genotoul.fr
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&) C) Isothermal ¢ Pool  c—
Collect Incubation Remove 0Oil
> eseeetreee > >
—
.
= 1-5 HMW
~ gDNA Molecules
10x Barcoded HMW ol - oE ==
Gel Beads gDNA / \
Enzyme N % 0N
(s
\\\
Genome 10x Barcoded 10x Barcoded
GEMs Fragments Fragments

GOO® MOISIO OO0 LD GEED G B U 0D G oam——
0D GIED 0@ En GED O 50 0 o0 5 e Tme e
L e e

o 0 900 @WEN GO ® 90 90 ¢ 9 9D JWEDIOS

Linked-Reads St ome nm cmm oo o s *toares

CEEEm———D IS ) SEsmessem— O
U WD GERAES @ S L < 0 D T TS © 0 °0END e I v

: 100K

http://get.genotoul.fr
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100kb

Y

>~

Posl
Haplotype 1

Haplotype 2

Conventional sequencing

Average of two molecules

10x sequencing

— i

L1

Single Molecule Resolutionl

http://get.genotoul.fr
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From Sanger to 3™ generation

Unique sequence Next Genration Sequencing Long Reads Sequencing
Chromium
Sanger .
NGS - short reads (10X genomics)

2xHiSeq 3000 _

/

2 x 150 pb !

16 or 48 capillaries ‘ /éﬁ
3 x MiSeq — Oxford Nanopore
15 Gb MinlON

2 x 300 pb

llv e 3G - long reads

- PacBio Rsl!

70 000 reads - 20 kb

http://get.genotoul.fr
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d Nanopore

BASES SEQUENCED BY READ LENGTH

12.5M
Flow Cell Output
-~
10M
-
" @
R9.4 + E8 + New DNA [
~ . <
g components + beads o 7.5M .
C - (~9GB) ] In
15 o«
B . w
e 2 sMm
> =]
2 ___— R94+ET+New =
- | DNA components
E -
O L 2.5M |
-
. ‘ B
- 0 ‘ H”l ‘h”l“||\|‘H||“\.‘|HJlmh.\lll‘luml.mmull
W e e e e e we am am  am
PP, FLFLFLFLPFLFLLFLAFL,LP LSS S S
D (57 R A (B o8 AT 07T A0 (S AT A0 S (O
Time (hours) 2 ADT A GV (7 AD q‘\'@b'\}’\ GQ_\‘;’J {)bx@\’%\ ’LQ%’L”’%’L*

PromethlON

http://get.genotoul.fr
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Comparaison des technologies

(

lére génération
SANGER

Fiche signalétique

, i Spécificités
sutilisé depuis : 1977
=nombre max de séquences en paralléle : 96

it

PTG
i

R

i

; =Génere et lit les séquences
-, =longueur séquence : 1000 bases UNE PAR UNE
= %

o

=pourcentage d'erreur: 1/1000 =A permis le séquencage du

=co(it séquence : ler génome humain
Siis el by
\=productivité : @ N /

.

1)

‘.
PRI

' ‘tl
L 3
]
u
L]
or

= Fiche signalétique \( Spécificités )

sutilisé depuis : 2003 »Génere et lit les séquences

=nombre max de séquences en PAR MILLIARDS EN PARALLELE
paralléle : 5 milliards

slongueur séquence : 100 — 400 b || "Les séquences sont de petits

=pourcentage d'erreur: 2/100 fragments courts dADN
=colit séquence : © sL'analyse des séquences nécessite des
Cproductivité 2 ﬁ ﬂ )| serveurs de calculs
8

3éme génération
PacBio

4 Fiche signalétique R{a Spécificités

=utilisé depuis : 2013
-nomb‘re max de séquences en
pallee: 20000 «Lit DIRECTEMENT des
=longueur séquence : 18 000 b séquences ULTRA-LONGUES

=pourcentage d'erreur: 15/100

=colit séquence :

=productivité : 5 /

»Sans photocopie de 'ADN

|
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Les formats de fichiers

Tllumina________| PacBio Nanopore

Fastq H5 - Bam Fast5 (H5)
Fastq :
@SEQ_ID
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT
+
M*(((***4+))%%%++) (%% %%). 1 ¥*¥*-4+*") ) **55CCF>>>>>>CCCCCCC65
Qualité : Score PHRED Score de qualits 0 e

phred incorrecte d'une base

10 1 pour 10 90 %
H5 : HDFS pour Hierarchical Dgta Format pelrgﬁzglioge structyrer et de
sauvegarder des fichier contengnt de tres grapgdesiguantitgs,¢e donnees

40 1 pour 10000 99.99 %
50 1 pour 100000 99.999 %

http://get.genotoul.fr
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Criteres de qualite

> Critéres de qualité

v Le nombre de reads produites correspondant au nombre attendu
v Pas de contamination

v Longueur des reads correcte

v Bonne qualité, mais ce n'est pas un critére rédhibitoire

v" Bon alignement (re-séquencage avec génome de référence « propre ») : peu de

reads non alignées

http://get.genotoul.fr ’? o
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Analyses bioinformatiques et statistiques

3

> Différentes approches d'alignement des séquences:

v De novo : pas de génome de référence, transcriptome non disponible, trés coiteux en
terme de calculs, résultats trés variables

v" Transcriptome de référence : la plupart sont incomplets

v Génome de référence : le plus utilisé, permet I'alignement de reads sur des parties
non annotées, nécessite un « spliced aligner » pour eucaryotes

rrrrr

— Découvertes de nouveaux transcripts, nouveaux isoformes, nouvelles
structures de génes (fusion)

> IMPORTANT : Discuter de la question hiologique et du plan expérimental avec des
Bioinformaticiens et Biostatisticiens AVANT de mettre en place I'expérience

http://get.genotoul.fr
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Main quality control workflows for Illumina’s data

DNA Resequencing i/lumina_qc

Visualization of

Allgnmen; Statistics 3 insert Size

Distribution
Core pipeline RNA Resequencing illumina_rnaseq o -
Statistics about Visualization of
demultiplexing Alignment Statistics ——> insert Size
DemultiplexStat Distribution
\l/ Amplicon/16$ sequencing illvmina_diversity_gc
Filter CASAVA 1.8/2.16
FASTQ file . .
Homina Filter Assignation on a =
Paired-end reads merging =~ ——> subset of
sequences
Statistics on L
b Mate Pair Sequencing illumina_matepair - -
Contamination their qualities Al
Search Fastqe . Visualization of =
. g Nextera MatePair Alignment Statistics insert Size
Adapters trimming —> A E— Distribution
Whole Genome Bisulfite Sequencing methylseq S
Thes'e NGS pipeli?es are Alignement and
provided by NG6', an Adapters and quality trimming ——> methylaytion calling
information system built (Bismark)
upon the jflow workflow |
management system. C1/mRNASeq
Transcription Contamination
differences Search / Spike

For every specific protocol, a new workflow is built with jflow components, based on open source software or our in-house tools.

http://get.genotoul.fr
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Sequence costert across all bases

o

° 13343678% 1 1315 17 19 3 B 3 3 I 3 1 3 3 3 41 4 45 47 45 51 N N ST 3 6L 61 03 67 69 71 73 75 77 79 BL 6 G5 67 B9 1 51 95 57 59 100101 103107 110 113 116 136 119 120 17 124 120 128 130 132 134 136 136 140 143143 147 130 1136156 138 60 161103167 170 I3 ITSLIT 180 183183187 190 18193197 200 3305207 T 213 T4 210 219 550 22 34 130 76 100 G2 3¢ 26 1 D 20265 247 20

Pasition n read lbg)

R1

sequence cortant across all nases

o

® La3ese7es 1 D I3 17 19 @ D B 2 9 3 33 35 3 39 41 6 45 47 £ 51 B N 57 61 8 65 67 69 71 73 75 77 49 Gl 63 5 67 BS 91 51 55 57 59 101 10 105107 110 112 116 136 119 120 147 124 126 123 150 132 14 136 136 140 143 143 147 150 15 136 156 15 160 183185 167 170 D3 173177 180 183 1a5 187 190 150155 197 200 203 205207 2D 212 214 216 29 220 222 224 226 26 100 202 L3¢ 8 26 260 240 265 247 250

Pasiion n resd 169}

http://get.genotoul.fr
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Inserts trop petits

Séquencage classique sans overlap

Sequence d’interét

R1

<€ R2

Séquencage classique avec overlap

R1 >
<€ R2

Séquencage avec overlap et adaptateurs

http://get.genotoul.fr
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Quality scores across all bases (Sanger / llumina 19 encoding]

TOP HHIIHHHIHI " 1]

Il

AT TEEEETVCRTPIRRAT IO

55 57 50 61 63 65 67 50 71 73 75 77 79 6] B3 85 67 69 61 83 85 67 05 101 103 105 107 110 112 118 116 118 120 122 124 125 128 130 132 134 136 133 140

R1

143 145 147 150 152 154 155 158 160 163 185 167 170

173 195177 180
Pasition in read (bp)

55 57

55 61 63 65 67 68 71 73 75 77 79 81 B3 85 87 89 o1 83 95 87 89 101 103 105 107

Quality scores across all bases (Sanger / lluming 1.9 encoding)
I N 1 1 AENNH [ HH =
M| [T M A 141 |
110 112 114 115 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 143 145 147

R2

150 152 154 156 158 180 163 185 157 170
Position in read (bp}

173175 177 180

http://get.genotoul.fr
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e

P 173456789 11 13 15 17 1920 3 35 27 29 31 3 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 53 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79 61 4 95 97 99 91 % 95 97 99 10
5 (ap)

Felotive enrichrment ower resd length

100
=T}
=
!
7o
e
e_,E

S50
Ao
ET=)

=0

|

- 1 =<4 ¥ 11 1S5 1w =a z2= Sa S= aa e E EE T aw ra e = == = = 1o 110 11e 1=z 122 1534 1490 1aa
Fositian in read (BE)

http://get.genotoul.fr
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Dimeres d'adaptateurs

Séquencage classique

#
R1

Séquencage de dimeres d’adaptateurs

http://get.genotoul.fr
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LIMS development

* Current integration in NG6 : Main quality control workflows for PacBio’s data

geno
: L : : - toul
Under intearation in NG6 : Main guality control workflows for PacBio's data ._ bioinfo
Data quality analysis® — ,_“_
e N, TR

HS Files generation ({— I \ -

«  Upcoming : A new LIMS for NGS samples, sequencing and analysis tracking

GEN&)SCOPE

http://get.genotoul.fr ’? o



