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Individual
Samples

Unsegmented
Full Slide

7 samples/run 8 samples/run
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‘ <16 samples/segment <16 samples/segment
<16 samples/slide <4 segments/slide <B segments/slide
x 2 slides/run x 2 slides/run x 2 slides/run

< 37 samples/run < 178 samples/run < 756 samples/run






Secuenciacion por ligacion de Oligonucledtidos
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- DNA blanco inmobilizado

—e—————— Primer de Secuenciacion

Secuenciacidon de Alta fidelidad

Ligacion ocurre unicamente cuando los oligonucleétidos
estan perfectamente alineados al DNA complementario.




Caracteristicas de las Sondas

Sitio de Corte

(3’) Sitio de

Ligacion \

N NN Z Z Z

Separacion espacial entre 1,024 Sondas Octaméricas (4°)

fluorocromo, sitios de 4 Dyes 4 dinuclestidos
ligacion y sitio de corte. . =

256 sondas por color

N = bases degeneradas Z = bases universales




Reaccion de Ligacion
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CAP - Defosforilacion

universal seq primer
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universal seq primer v
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Adaptador P1 1,2 Secuencia Blanco




Segundo Ciclo - Visualizacion 2
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Segundo Ciclo - Corte 2
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universal seq primer +
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Primer 2

1¢T ciclo post-reset g
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Primer 2

1er ciclo post-reset
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bead 5:

universal seq primer n-1
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Primer 2
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Corridas Secuenciales
Multiples ciclos por corrida

Adaptador P1 Secuencia Blanco

universal seq primer
STTTTTITITTIIITITI ’A 6,7 11,12 16,17 21,22

reset ( . .
universal seq primer n-1 _
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reset ( . .
universal seq primer n-2
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reset ( | .
universal seq primer n-3
ST T o 34 |89 13,14 1819 23

reset ( . .
universal seq primer n-4
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cCuantas bases se interrogan por sonda?

v" Se interrogan 2 bases por sonda
v Una misma base es interrogada 2 veces




Diagrama de Flujo

SOLID™ Workflow

Application
specific
sample

preparation

Application
specific
Data analysis

Sequencing
chemistry

Imaging and
analysis




Dos tipos de bibliotecas

Fragmentacion

P1 Fragmentos DNA

1pm EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN

60-90 Bases

Mate Pair

Forward Reverse

25 bases Adaptador Interno 25 bases

iy i ey

bead Tag #1 Tag #2

Adapter Adapter
|

P2

Analisis de transcriptoma
Completo (WTA)

Resecuenciacién dirigida
(Productos PCR)

Descubrimiento de
MicroRNAs

Analisis cuantitativo de RNA
3 SAGE 0 5 SAGE
ChlP-Seq

Descubrimiento SNPs

Secuenciacién de
genomas complejos
Perfiles de Metilacion
Rearreglos estructurales
Variacion de numero de
copias

Descubrimiento de SNPs




Fragmentacion de DNA

Covaris HydroShear

Covaris™ 52 System

Cowarie™ % series Machine
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Muestra Compleja

-

gj. DNA Genomico,
Productos de PCR

concatenados, TAG
library.

Bibliotecas de Fragmentacion

Adaptador P1 "—._*

LY
~\/

Muestra Fragmentada, Ligacion P1y P2

Randomly or Targeted
ej. Sonicacion, fragmentacion,
digestion enzimatica

Fragmento DNA Adaptador P2

60-90 Bases



Bibliotecas mate-paired Ligar

Adaptadore:

A — Internos
-P-A : j' > s —

Muestra Muestra Seleccion de
compleja fragmentada tamano
al azar (ej. 1, 2, 3, 5, 10 KB)

->- /* B

/

Circularizar
DNA



Creacion de biblioteca mate-paired (ll)

27bp 27bp

+ I +
Restriccion Ligacién P1y P2
EcoP15l
Tag 1 Tag 2 1
25 bases 25 bases

P1 Adaptador Interno P2



Amplificacion Clonal de la Biblioteca =
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Perlas acopladas a P1

Primers P1<<P2
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PCR en Emulsidn

La reaccion de amplificacion se desarrolla dentro de las
pequefias micelas generadas.




PCR en emulsion

SOLID system: Clonal Amplification
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Beads / emulsion
plate (96-well): 1600 M beads

Post Enrichment: ~200M / plate

Dressman, PNAS 2003
Embleton, 1994




PCR en Emulsion, Amplificacion Clonal

1) Hibridacién P1 - DNA blanco

llllll:’l

. 2) Extension de cadena desde P1

Perlas P1 3) Extension completa (secuencia complementaria
sobre la superficie de las perlas

4) Disociacion del DNA blanco




Amplificacion Clonal

2 O

Perlas amplificadas contienen ~30K  Perlas sin producto
amplicones generados a partir del
material original (ssDNA



Enriquecimiento

Perlas
Poliestireno
recubiertas

con P2

Centrifu gar _,.,.,..,_,.,.,-a-»-"rSobre nadante
en gradiente de | Perlas Capturadas

glicerol - (Amplificacién +)

Pastilla ' . bl
Perlas sin amplicon —




Deposicion sobre el soporte

O

Modificacion
extremos 3’

Las perlas son adheridas a la
superficie del portaobjetos en
un arreglo aleatorio.




Preparacion de perlas y Deposicion

Sample Library Emulsion SOLiD™ Data
Preparation Construction PCR Sequencing Analysis

Enrichment Deposition
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8-Well




Cargado de portaobjetos en el Instrumento

g2y Load Flowcell. ..

g5 Clear Flowcell, ..




Secuenciacion por ligacion de Oligonucledtidos
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- DNA blanco inmobilizado

—e—————— Primer de Secuenciacion

Secuenciacidon de Alta fidelidad

Ligacion ocurre unicamente cuando los oligonucleétidos
estan perfectamente alineados al DNA complementario.




1 .
2. Captura de Imagen

3.
4 Corte
¢ :
5 Repetir n ciclos -
' de ligacidn
hS A
¥
¢ ™
6. Primer Reset
* —y
e T
T Cambio de Primer
kS A

Repetir 1-6 para cada uno de 5 primers.

[0 e P oy

1. Prime and Ligate

OR _
PRIMER ROUND 1 ﬁm ; m g -

ar In A -

2. Image

3. Cap Unextended Strands




4. Cleave off Fluor
Ligacién

¥

Captura de Imagen

L

Cap

v 5. Repeat steps 1-4 to Extend Sequence

Ligation cycle

Corte

Repetir n ciclos
de ligacion

6. Primer Reset

Primer Reset L .

r
rin=1

* m 2.1 t 1. M

Cambio de Primer

Repetir 1-6 para cada uno de 5 primers.




Ligacién
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Captura de Imagen
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de ligacion
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Cambio de Primer

PRIMER ROUND 2 u
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Read Posrtion
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Corridas Mate Pair
generan dos grupos de secuencias
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Codificacion binaria

empleando 4 Dyes

22 Base

A

12 Base

- @O O P

C G T

Sonda - Roja

Las sondas SOLID V2 reportan las bases
codificadas en posiciones 1y 2



Color Space

La interrogaciéon de dos bases facilita la discriminacion entre
errores sistematicos y polimorfismos verdaderos.

ACGGTCGTCGTGTGCGT

ACGG GG TG G TiGr THGCGr T
00000000 'Y
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Color Space — Dual Base encoding

Collect
color
image

Identify Identify
Beads Bead color

El color de cada perla
es registrado en cada
ciclo consecutivo
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Cambio en 2 colores

Resultados

SNP




Referencia

Basecall incorrecta
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Resultados

Ejemplo de SNPs identificados en SOLID™ Alignment Brow
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Configuracion de Paneles

3 opciones

Plantilla completa
2337 paneles

4 Plantillas
435 paneles/spot

Opcion unica para
corrida de titulacion/QC

8 Plantillas
195 paneles/spot




paneles

paneles
por sector

~70,000 Perlas
por panel

195
paneles
por sector




System Scalability

The SOLID 3 System’s open slide format and flexible bead densities
enable increases in throughput with modest analysis and chemistry
optimizations. While competitive technologies are already near
maximum throughput,
the SOLID 3 System is
scalable to meet your
research needs today
and tormorrow.
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Quimica de ligacién
No se observan problemas con homopolimeros

Etapa de Defosforilacion elimina desfases
Incrementa el Control de sefial de ruido en ciclos posteriores

Primer reset
Remocion de ligaciones acumuladas que estuvieran fuera de fas
Permite lecturas mas largas (Recuperacion de sefal)



Ligacion
Alta fidelidad
Elevada calidad de lectura

Doble interrogaciéon de cada base

Exclusivo del método de ligacion

Incrementa la precision en la asignacion de bases
SNP resulta en el cambio de dos colores



SOLID™ Software Suite Data Analysis and Management
Primary Analysis Secondary Analysis Tertiary Analysis

« Image acquisitior + Filtering « Visualization

and bead processing » Alignment to reference genome + Disease/ Gene annotations

+ Quality metrics « Consensus calling « Application specif

Analysis

» Color calls + Difference report » Gene Expression
« Methylation
hIP

LiD™ Ar alysis k3 S0l * Analvsis Tool SOLID™ Alianment Browser

SOLID™ Experimental Tracking System SOLID™ Expenmental Tracking System 3 Party Software Providers

GenomeQuest

g e Leges

perd, mad Aealyiin

Geossrz“a’ &

L TR

© 2009 Applied Biosystems




SOLID Analysis

— SOLID Experimental Tracking System (SETS)

> Adquisicion de imagen y procesamiento de
perias

> Color calling
Medida de Calidad 5
> Andlisis en tiempo real con monitoreo remoto

— SOLID Experimental Tracking System (SETS) |
o Filtrado
» - Andlisis de Mate pair / fragmentos
» Alineacion y mapeo al genoma de referencia |
. Consensus calling :
» Conversion de color a bases

SOLID Alignment Browser

> Visualizacion

31 party tools — application specific
L o Disease/ Gene Annotations
Analisis Terciario Gene Expression

Methylation
ChIP




Aplicaciones de secuenciacion masiva
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Aplicaciones SOLiID

Next Generation DNA Sequencing

Resecuenciacion Regulacion y Epigenética
. o— Metilacion
Resecuenciacion de Genomas (WGA) e S

A ChiP-Seq
Descubrimiento y validacion de SNPs 3 S o

Resecuenciacion Dirigida

Analisis Transcriptomico \

( Estudio de variaciones estructurales rOo R —— T
‘ Small RNAs, miRNAs

Genoma Completo* fy  T—
Expresion Génica

Secuenciacion De novo

y 5’ SAGE
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2007 2008 2009 2010 2007 2008 2009 2010

Read Length 35 35 50 100 25 35 50 100
Total Output* ~2.5GB ~30 GB >50 GB ~3.5GB ~12 GB ~60GB =100 GB

* Mappable data from 2 slide run




Descubrimiento SNP, WGS 20X
Descubrimiento Small RNA 10 millones de Tags
Transcriptoma 50 millones de Tags
SAGE 50 millones de Tags
ChIP-Seq 5 millones de Tags
Metilacion 10 millones Tags




Cobertura Promedio V3 Plus 2 Laminillas

Por corrida de
2 laminillas

27,500 Mb 5,000 Mb 2,200 Mb
550 Millones 100 Millones 43 Millones
55,000 Mb 10,000 Mb 4,400 Mb
1,100 Millones 200 Millones 86 Millones




Cobertura Promedio V3 Plus 1 Laminilla

Por corrida de
1 laminilla

13,750 Mb
275 Millones

27,500 Mb
550 Millones

2,500 Mb
50 Millones

5,000 Mb
100 Millones

1,100 Mb
21.5 Millones

2,200 Mb
43 Millones
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Tsg



Genoma Humano Trancriptoma Small RNA  Genoma Bacte
1 individuo 1 muestra 2 muestras 20 muestras

Mate-Pair Fragmentos Fragmentos Fragmentos
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