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SSééquenceurs 2quenceurs 2èèmeme ggéénnéérationration

Séquenceurs de 2ème génération :

- Genome Analyser IIx (Solexa/Illumina)

- HiSeq2000HiSeq2000 (Illumina)(Illumina)

- SOLiD (Applied Biosystem)

- HeliScope (Helicos BioScience Corporation)

- GSFLX (454/Roche) GSFLX (454/Roche) 
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Pourquoi deux sPourquoi deux sééquenceurs HD ?quenceurs HD ?

Roche 454 GS FLX Illumina HiSeq 2000

Spécificités :
-Lectures « longues » (450 pb)
-1,2 millions de séquences/run
-Pyroséquençage

Spécificités :
-Lectures « courtes » (100 pb)
-1 milliard de séquences/run
-Sequencing by synthesis

Applications principales :
-Séquençage de novo (BACs, fosmides…)
-Re-séquençage (Régions ciblées..)
-Métagénomique (PCR 16S)

Applications principales :
-Analyses Transcriptomiques (=> génome de 
référence)
-Re-séquençage (Génomes entiers)
-Métagénomique (ADNg total)
-Analyses épigénétiques (Génome entier, 
ChipSeq)

Analyses transcriptomiques (sans génome de référence)
Séquençage de novo (Génomes entiers)



Roche 454 GS FLXRoche 454 GS FLX



SpSpéécifications :cifications :

- 1.2 M1.2 M de séquences/run
- Longueur moyenne des séquences : 450 pb450 pb
- 500 Mb500 Mb/run
- Lames 2, 4, 8 et 16 régions
- Chimie TitaniumTitanium
- Possibilité de réaliser des multiplexagesmultiplexages

Applications:Applications:

- Séquençage de novode novo
- ResResééquenquen ççage age de régions d’intérêt (par LR-PCR 
ou capture de séquences Nimblegen)
- TranscriptomiqueTranscriptomique
- Analyses EpigEpig éénnéétiquestiques (Etudes de Méthylation)
- Analyses MMéétagtag éénomiquesnomiques

SSééquenquenççage sur le Roche 454 GS FLXage sur le Roche 454 GS FLX
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Roche 454 GS FLXRoche 454 GS FLX
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Roche 454 GS FLXRoche 454 GS FLX

Injection consécutive des nucléotides 
(A puis T, puis G, puis C)
L’incorporation du nucléotide injecté
induit une émission lumineuse

•

•

Identification des puits donnant
un signal (et quantification)

•

TT

GG
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Roche 454 GS FLXRoche 454 GS FLX

Depuis février 2009 :

� 60 runs réalisés

� 30 équipes différentes

Depuis octobre 2009 : mise en place de runs de 

séquençage commun où différentes équipes peuvent 

passer sur le même run (8 régions).

Prévision : 1 run/mois => 6 runs r1 run/mois => 6 runs rééalisalisééss

Tarifs : 
~10000 € /run 2 régions
~2000 € 1/8 run
~170 € /librairie
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En 2009En 2009--2010 : Le Roche en production2010 : Le Roche en production

• Séquençage 454 : 60 runs dont 6 runs communs

�ADNg

�cDNA

�Produits capture

�Long Range PCR

�Amplicons taggés

�BAC

�AFLP

�Métagénomique

�PCR 16S



Illumina HiSeq2000Illumina HiSeq2000
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HiSeq2000 (Illumina)HiSeq2000 (Illumina)

• Single read : 

� 100 Gb/run

� Read size : 100 pb

� 1 run = 4 jours

• Paired-end reads : 

� 200 Gb/run

� Read size : 2x100 pb

� 1 run = 8 jours

• 3ème machine installée en France, en cours de validation par le fournisseur

• Technologie « sequencing by synthesis »

• Possibilité de multiplexage

• Applications : 

� séquençage de novo

� re-séquençage génomes entiers/régions candidates

� analyses épigénétiques

� ChiP-seq

� analyses transcriptomiques

� identification et quantification de petits ARN



http://get.genotoul.frhttp://get.genotoul.fr

HiSeq2000 (Illumina)HiSeq2000 (Illumina)



http://get.genotoul.frhttp://get.genotoul.fr

HiSeq2000 (Illumina)HiSeq2000 (Illumina)

� En cours de validation

� Formation en novembre, puis début de la phase pilote

� Fin de la validation ADNg : février 2011

� Début de validation mRNA-seq : février 2011

� Ouverture machine prévue vers juillet 2011

� Tarifs : ~10000 € / flowcell (=1/2 run) pour 1 librairie
1 librairie = > 400 €

�Nouveaux protocoles bientôt disponibles
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SSééquenquenççage THD : Rage THD : Rééalisation et analysealisation et analyse

Séquençage réalisé par la 

Plateforme Génomique avec 

l’équipe de recherche

Transfert des données et analyses 

qualitatives sur la Plateforme 

Bioinformatique 

Analyse des séquences par la 

Plateforme Bioinformatique

Collaboration Equipe de 

Recherche/Plateforme 

Bioinfo
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Pipeline de traitement des donnPipeline de traitement des donnéées es 
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Roche 454 GS FLXRoche 454 GS FLX

Difficulté de lecture des 

homopolymères longs


