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Productivite des Hiseq & colits

2015 : Une année riche en nouveauteés
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Productivite des Hiseq & colits
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Janvier 2015 : Sortie des Hiseq 2000 & Hiseq 4000
(basé sur les Flow Cells de I'Hiseq X)
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Productivite des Hiseq & colits

Couts réactifs lllumina $ / Gb
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Productivite des Hiseq & colits

Couts réactifs k$ /an pour une machine @ = 100 % 45 sem /an
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Octobre 2015 : Ouverture des Hiseq X av non humain (en 30x)

(s’achéte par 5 ou plus)
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Evolution du matériel

* La gamme lllumina

Hiseq
3000

Gb / Fl Cell 15 Gb 120 Gb 750 Gb 900 Gb
M reads / FC 25 400 2000 3000
Gb / sem 30Gh 360 Gb 1500 Gb 3600 Gb
2 x 300 2x150 2 x150 2x150
Cout / Gb 35% 20 % 11$/7%
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Mise en place de I'Hiseq 3000

* Dans un premier temps forte déconvenue sur le RNAseq
(séquencage préférentiel des petits fragments) en 2 x 150 ph.

=> Modification des protocoles
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* Analyse des données : les données non indexées sont éliminées
alors qu’on y avait accés avant (nouvelle version Bcl2Fastq) ce qui
était vtile pour qualifier les échantillons.
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Probleme du Miseq

* Probléeme depuis Mars 2075 sur le 2 x 200 bp nécessaire pour la
métagénomique (a remplacé le GS Fix).

* Probléeme de lots de réactifs chez Illumina, qui a ev beaucoup de
mal a le reconnaitre plus ou moins.

* Devrait étre solutionné depuis quelques semaines, mais pas de

nouvelles pour I'instant.

http:/ /www.france-genomique.org
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* La chimie P6/C4 n'améliore pas la qualité intrinséque, mais permet
le séquencage de plus grands fragments

* Achat d’'un PacBio RSII a Toulouse sur crédits Région MP/FEDER, en
raison d’un intérét tout particulier pour les génomes végétaux.

Tournesol : 30 % de séquences répétées (LTR)
Homme : 8.8 % de séquences répétées
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LA DIFFICULTE : avoir suffisamment de
séquences passant les grandes répétitions

http:/ /www.france-genomique.org




=

FRANCE GENOMIQUE

Validation sur Xanthomonas

Xantho 0.1 nM 81 112 42 598 9 599 24 690 7 886 639Mb

Résultats avec le pipeline de Pacific Biosciences
avec analyse standard : 7 contigs tels qu’attendus
* un chromosome de 5/ih sans ‘N’
* un plasmide d’environ 80lbH
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Optimisation des conditions sur Tournesol

Points clés :

* Des ADN de grande taille : Mégaruptor
— Coupure avec Mégaruptor
— Séparation grands fragments avec Blue
Pippin
* Une incubation longue de I’ADN sur les SMRT

* Des runs plus longs :
— Permettant soit la lecture de fragments

longs, soit la relecture et I'amélioration Blue pippin After Size

- selection
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Amelioration de la longueur des lectures

12kb cut off 18kb cut off 18kb cut off
(loading 0.15nM= 868Mb) (loading 0.30nM= 710Mb) (loading 0.36nM= 1036Mb)
N50 subreads = 12kb N50 subreads = 16.8kb N50 subreads = 19kb
6h
3 movie
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Reads of
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Read Length (kbases)
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Read Length (kbases)
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Amelioration de la longueur des lectures

Moyennes sur 147 SMRT 1¢" Génome Tournesol :

* N50 moyen de 15365 (19705 reads > N50) loading 5 St 1636MD)
* 800 Mb / SMRT cell N50 subreads = 19kb
Moyennes sur 103 SMRT 2¢ Génome Tournesol : mfxie

* N50 moyende 12510 (20989 reads > N50)
* 1047 Mb / SMRT cell (max 1 445 Mb)

Reads of

rinsert,

50
Read Length (kbases)

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

Top 10 of our longest subreads
80974 bp
79860 bp

79834 bp ks
78105 bp ‘
77481 bp ‘ !
76881 bp ‘

76558 bp SMRT® Cells
76355 bp

75569 bp Sl
75559 bp
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Séquencage du Tournesol

Tournesol : 30 % de séquences répétées (LTR)

INRA (équipe Tournesol) :

Homme : 8.3 % de séquences répétées Hiseq en 127 X
=» 43 % de couverture
7000 A\
\ * Effort international :
\ " . 454, Hiseq, Carte Génétique &
/ \\/\ /l \\ — tuman Physique (BAC fingerprintés)

A V o
/F;\M =» 63 % de couverture
s 20‘00 40‘00 60‘00 80‘00 10(;00 12600 14(;00 16;00 18000 ° INRA (équipe Tournesol) :

PacBio en 107 X (407 SMRT)
LA DIFFICULTE : avoir suffisamment de > 84 % de couverture
séquences passant les grandes répétitions 13124 contigs avec N50 = 498 kb
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Séquencage du Tournesol

EQUIPES IMPLIQUEES :

* LIPM : Baptiste Mayjonade, Jérome Hiseq en 127 X
Gouzy, Nicolas Langlade, Chris Grassa, = 43 % de couverture
Sébastien Carrere, Erika Sallet, Ludovic
Legrand, Marie-Claude Boniface, Nicolas
Pouilly, Stéphane Munoz

INRA (équipe Tournesol) :

Effort international :
454, Hiseq, Carte Génétique &
Physique (BAC fingerprintés)

°  CNRGV : Hélene Berges, William
9 =2 63 % de couverture

Marande, Saunia Vavtrin

*  Plateforme GeT : Céline Vandecasteele, INRA (équipe Tournesol) :

Gérald Salin, Cécile Donnadieu PacBio en 107 X (407 SMRT)
=» 84 % de couverture

13124 contigs avec N50 = 498 kb

http:/ /www.france-genomique.org
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L'annonce du Sequel

* L'annonce d’une sortie du Sequel :
— Machine 2 x moins chére et 2 x plus petite

— Machine 7 x plus productive
(1 M de ZMW = puits)

— Couts au Gb divise par 2-4
* Disponibilité :

— aux US en Q4 2015

— En Europe en 2016

e Complémentaire du RSII ou le cannibalise ?

http:/ /www.france-genomique.org
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Progres d’Oxford Nanopore

Flow Cells 1 48
Chanels 512 144 000
Durée Up48 h Up48 h
Taille max up 230-300 kb up 230-300 kb
Prod (@ 70 b/s) 5 Gh (48h) -
Prod (@ 500 b/s) 42 Gh (48h) 12 000 Gb (48h)
Cout appareil 1000 $ 75000 $
Cout av run 270-500-900 $ -

Minion disponible commercialement depuis Mai 2015

http:/ /www.france-genomique.org
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ernieres infos de I'institut de Génomique

* Plus de 100 runs réalisés a I'lG
* Des évolutions positives avec les nouvelles puces.
 Sortie d’une puce commerciale Mkl : 900 $ par 1, 500  par 48

e Lesrésultats al'lG :
— 550 Mb de données brutes dont 220 Mb lus 2 fois (données 2D)
— 15 9% de taux d’erreur sur les donnces 2D

— 4 runs ont dépassé 1Gh de données produites

* 10 Gb de données 2D espérées sur la future version Mkll.

* Ouverture de I’Early Access pour le PromethlON

http:/ /www.france-genomique.org
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[Genome assembly using nanopore synthetic {(Na$) reads )

http:ffwwnr.genoscope.cns.frifnas

experlence u vo' r pos er u ou I u Macoui MA, Istace B, Gautres ut, Engzlens, BalserC, Bertrard L Cruawd €, Lemsinque A, Wircker B Aury 1M
Geroscope — Inetitut de Géromique —Commissariat 3 PErergie Atormique (CEA), 2 rue GastonCrémizur S1000 Eury -Frarce

The Has method
A e e g o

/ Microbial genome sequencing strategy with Na$S \ P e /

DAY 3

5H

3-6H 48H 15H
N
\f\
Nas reads
Na5 workflow = Perfect
Long perfect Reads Genome
J

Madoui et al. BMC Genomics (2015) 16:327 /

e

MinlON sequencing

llumina

R e

pour les génomes bactériens :

llumina

Comparingof hes toother fybrid comection methads
ram

20X Mini-o:\g_ + 50 X lllumina sur Miseq
§

Number of contige

Refarences

Rapide, peu couteux

Genome coverage (X)
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* Une nouvelle machine rapide lon 55, pour le séquencage ciblé
(avec 3 nouvelles puces avec des débit du PGM au Proton).

* Une nouvelle chimie Hi-0 plus fiable

Improved variant detection for a custom Decrease in indel false positives for microbial
) de novo assembly using 200-base reads
targeted resequencing panel o
2 s
100% 2
80% B sensitivity g«
@
60% I Frv [
g
£0% L E
= 0
20% SR @ I
0% 0 || — .
lon PGM™0T2200Kit+  lon PGM™ Hi-Q" Chef Kit aquioing  Siquatng KR | Soqueniig Boquedeg N | Stqwevieg  Somindog 88
lon PGM™ Sequencing 200 Kit v2 (200-base reads) oK oK oK
5. aureus [32% GC) E. coli [B0% GC] R, palustris [45% GC)

Improved variant calling accuracy

Up to 71% reduction in false positive rates for exome sequencing using the lon AmpliSeq™
Exome Kit.

Improved coverage of GC rich amplicons

Up to 80% increase in relative coverage improvement for amplicons with =85% GC content.

http:/ /www.france-genomique.org
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Faits Marquants a partir des resumeés

CNS CNG Strasbourg Nice Toulouse Marseille Montpellier Pasteur ENS Curie GIF INRA Evry
Petites Qté RNA seq X X X X
RNA Seq X X X

Single Cell RNA seq X X X X

Long Reads X X X

De novo Seq
Carte Optique
BAC end seq
ChiP X X

Enhancer seq X X

Ribosome profiling X

Petits ARN X
RRBS X

16S X X

Métagénomique
Métatranscriptomique X

Test lon S5 X

Data standard X
Robotisation X

Capture NGS X
RADseq X

=2
o

X X X X

PR R R RREREPBNRRRLRNNRLRRNDEDWL-D
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B Qualité de I'extraction de matériel pour les applications Nanopore et Bionano:

Optimisation des extractions a partir de plugs pour obtenir de ’ADN de haut
poids moléculaire

Evaluation du Xpose @ -

Il Bionano:

MAJ (été 2015) qui a permis de récupérer plus de données de
bonne qualité

Utilisation de projets FG pour la mise au point et |a
production de données

B Séquengage Nanopore:

Passage au MinlON MKkl

N

Préparation de banques 8 et 20 Kb

Séquencage de génomes jusqu’a 40 Mb et de cDNA
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B Séquencage lllumina:

Poursuite de 'automatisation des préparations de banques
Achat d’un 2eme Evo100 (Tecan) pour les gPCR, normalisation et
pooling des banques avant séquencage
Achat d’une 2eme LabChip GX (Perkin) pour le contrbéle qualité des
banques

Exploration des banques maison « PCR free »
Développement du protocole BACends en NGS
Banques MP:

BluePippin (Sage Science) en prod
Achat du Sage EIf (Sage Science)

Banques RNAseq:
Test SMART-Seq® v4 Ultra™ Low Input RNA Kit
Poursuite de la comparaison de méthodes en

metatranscriptomique microbienne (test amplification ARN
MessageAmp)

Acquisition de 2 HiSeq4000
Validations en cours
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Single cell RNA se

Development of a cost effective sinl cell RNA-seq approach

" M. ARGUEL K. LEBRIG AND, A PAQUET LE. TARAGOSH 2 RWALDMANNI 2,

and P. BARBRY!-2 1- Insfitutle Pharmasologiealéculairet callulaine NRS, walbonn & fanoe
2- iniversitpiNics sophia-anfipol

Homeb]‘ew technique - On chip barcoding WithUMS The standard protocol for single cell transcriptome profiling with the Fluidigm C1 96 cell chip requires off-chip indexing and library
preparation of 96 individual samples. Ve have developed a costeffective altemative method for single cell gene expression profiling
¢ which is based on on<hip indexing. Indexes are directly added in the microfiuidic device during cDNA synthesis. The 96 ampified
5 RNA cONAs can be pooled, and the preparation of the 96 libraries can be performed in just one reaction. Our protocol preferentially
750 I:l anl 0 5-end of ipts, thus providing useful i ion on iption start sites. Our protocol also controls the amplifica-

Tnki tion biases that are inherent tn Lllmer |npul by i W short random (unique molecule identifiers”,

f—gm—\ 96x vaerse Transcrlptlon (Smartseq 2) I:l 9nl lth“) The full protocol can be run in less than three days from cellular isolationto library preparation, for a cost under 1000 euros.
faz W AAA Fluidigmp rotocolfor single cell transcrip tome i Validation of the protocol
«+—— CCG  ATTTTTTTI acDNA ng N iy ot o
Sndard Prtscol - Barcoding afer frgmenztion Qulity of cdbdar isdlation
ot quity cnd
F———————+ RH st
Reverss Tramcription, & mplfication 96 [G1)
ACCG e TTTTTTTT T 135 nl gl NR ¢
- 2 Tagmeniztion SFx =
s lon Torrent Adapters + Barcode g BEredig by FOR %6 )
* ) PR primer 96x PCR LT sl st st st —
. il e Dess [T———
* ————— G ATTTTTT T T 135 nl Limitatons:
— G Yy r : E:]:(l,y“: iD‘m :E9U5R 196 cell :lnp T X rmnmwxmmmw rnm;mmgznmn
: - Outdated - nourique molecular identiers (TME).
1x  Pool, Tagmentation * Not stranded
i

e I O . S ST T TTTTTT Tt Homeh rew technique- On chip harcoding withUMs

— IOl . W DAAPAAPAN T 1 -
1D s [ rovns rmmaipion @otaeg 3 4 | EHST
. -Streptavidine Beads " US“Zlquencmg M = - ‘g;:; N ——
—_— T e
MO - S ccc! / ey ET— Y a "
p— 86 - ACCG - ot I ot g+ B = l D =
o <% Library PG o il
d n—_——ﬂg‘[&_—l':”‘”'-—l J D 10l - -..-d
lon Toment Primers e —** T )
- 1, Poc, Tagmenlatin
i ) 1 1 Characterization of Hurman airway epithelial cells
Advantages: bt nan e J’ ] p—
* Low cost: <1000 €/ 96 cell chip reagent cost. “otomm = [
* Unique molecular identifiers -> molecule counting, less bias. Advantages: =
= Low cost. = 1000/ 5 cell chip reazent cost < |
» Stranded gﬁz dmulzm]ar)denhﬁexs _= molecule cannting, less bias e o e seene g
Bioinformatics El E [
L omrmmma e B I 1
In conclusion, we have shown that on-chip indexing and molecule i == = '
= Trimming of both internsl sdaptes o e e AT e P e
° N H - * = Extraction of well formated UMI [ATCG] {4} [ATC]{3} =
cou“"ng can be done on Fluldlgm CI . The pl"OfOCO' IS reprOdUtlble u“d -Tn‘:rm\::gcf(G)n, at]eaﬁSreqm[xed 104w In conclusion, we have shown that on-chip indexing and mole-
. . » Elimination of rimmed reads = 35uts cule counting can he done on Fluidigm C1. The protocol is
cost-effective. Our workflow was developed for sequencing on the lon « Aignent o eals it o A gt bt reprodusible and oastefestive. Our workflow was developed
. . Tt of TTHE 20 Sarn seoned sttt in b fle for sequencing on the lon Proton but can be easily adaptegd
Proton but can be easily adapted for Illumina sequencers. oo T b s oot ot it secpnoes

Inha: 3 guekEipre e

T T B e S




~A%

FRANCE GENOMIQUE

CapStarr-seq

Mise au point de la méthode CapStarr-seq pour I'étude
de l'activité des enhancers chez les mammiféres

Genomic library

=
Capture

-y

¢ Cloning by
recombination

-~ ~
- -~ ~ ~
¢ Transfection

!

Targeted RNA-seq

Le CapStarr-seq est une nouvelle
stratégie permettant la
quantification de [l'activite des
enhancers chez les mammiféres.
Cette approche couple la capture
des régions d'intérét a la technique
Starr-seq.

PEREEIE Stop looking for a needle in a haystack

How to catch it without fire !

.Q:L

et
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SureSelect
20000 DA Capture Microarray

000C
_m Q0000 ﬁ
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Ampliy " dwal
— T e

Séquencage
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Pour plus de détails et
d’autres développements
voir les posters
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