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Marcadores moleculares (MM) Different detection systems for molecular markers:
“m‘“_'by radlolabellngrl-l-f"' |- -

Un marcador genético o marcador [T
molecular es un segmento de ADN E”;:"“f" t:.-
situado en un lugar especifico del —=
genoma (locus) vy cuya herencia SR HCH
genética se puede rastrear. Puede ser m"““w""”"”‘m"“ |
“gen” o cualquier otra porcion de ywmmwz
genoma con o sin funcion conocida. E s ——_—r—r

|'!"‘.

Se usan para “marcar” el
comportamiento de un gen o la
herencia de una caracteristica
particular, como puede ser la presencia o ausencia de la caracteristica aportada por
el MM.

También pueden usarse para el mapeo genético, como el primer paso para
encontrar la posicion e identidad de un gen desconocido (suponiendo que se
conocen regiones contiguas que se heredan juntas).

Pueden ser Nucleares, Mitocondrial, Ribosomal, o cualquier elemento extra
cromosomal presente en el la especie de estudio.

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/




fa. u\ UNIVERSIDAD

\\Q/

s) DE LOS ANDES
VENEZUELA

i'. . N

Bc
L2
B

Clases de marcadores

e Morfologicos (estudios fenotipicos)
e Bioquimicos (Expresion Génica)
e Moleculares

(Secuencias

de

Reference

Grodzicker et al. (L974)

Variable Number Tandem Jeffreys et al. (1985)

Saiki et l. (1986)

Landegren etal. (1988)

Beckmann (1988)

Orita et al. (1989)

ADN/ARN)
Table 1: FIRST GENERATION DNA MARKERS
Year Acronym Nomenclature
1974  RFLP  Restriction Fragment
Length Polymorphism
1985 VNTR
Repeats
1986  ASO Allele Specific
Oligonucleotides
1988  AS-PCR  Allele Specific
Polymerase Chain
Reaction
1988 OP Oligonucleotide
Polymorphism
1989 SSCP  Single Stranded
Conformational
Polymorphism
1989 STS Sequence Tagged Site

Olsen et al. (1989)
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Year

1990

1990

1990

1991

1992

1992

1992

1993

1993

CeCalCULA

Table 2: SECOND GENERATION DNA MARKERS

Acronym

RAPD

AP-PCR

STMS

RLGS

CAPS

DOP-PCR

SSR

SCAR

Nomenclature

Randomly Amplified
Polymorphic DNA

Arbitrarily Primed
Polymerase Chain
Reaction

Sequence Tagged Micro

Satellite Sites

Restriction Landmark
Genome Scanning

Cleaved Amplified

Polymorphic Sequence

Degenerate
Oligonucleotide
Primer - PCR

Simple Sequence
Repeats

Multiple Arbitrary
Amplicon Profiling

Sequence Characterized

Amplified Region

Reference

Williams et al. (1990)

Welsh and McClelland
(1990)

Beckmann and Soller
(1990)
Hatada et al. (1991)

Akopyanz et al. (1992)

Telenius (1992)

Akkaya et al. (1992)

Caetano-Anollés et al.
(1993)

Paran and Michelmore
(1993)

Year

1994

1994

1904

1965

1965

1966

1966

1997

1997

Olnformatica i SCLARA

+ Red + Ciencia ® ® ®

Table & NEW GENERATION DNA MARKERS

Acronym
SR

SAPL

S\

AFLP (SRFA)

I RRRE EER

0

AFLP

g %

Nomenciature
rier Smple Sequence
Repeats
Seleciwe fcation Of
IlcosA‘r
Polymorphic Lod
Single Nucleoide
Palymorphems
Length Pol sm

slecive

ragment Arglificanon)
AlEe fic Associaed
P—
Cleavase Fragment
Length Palymombism
Fwerse Seqencetagoed
Repeats
Directed Arplficanon Of
Miri Satelite DNAPCR
Sequencespecifc
Amglfied Folymompbsm

Based
rsemional Polymorphism
nier-
Amglfied Folymopbism
Mcrosaife Areifed
ymorptism

i
Polymorphism
Mirishure vertedrepeat
Trarsposabie Element
Theee Endorudeass
ARLP

e ATE

Sequencerelated
Amplfied Folymompbsm

Reference

Desienicz et
(1984)

Morgante and Vogel,
(1984)

mnm
\os et al. (1965)
Guetd. (1905)
Brow (1906)

Rhoce (1966)
Bebed et . 1997
Vieuchetdl . (1997)
Alavel et al. (1968)
Kalerdar et ol (1999

Kalendar et al. (1999).

Casa et al. (2000)

wan cer W et al.
(2000)

Chang et al. (2001)

U and Quircs (2001)
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Tipos

e La principal razon para usar caracteres

moleculares es que son universales. Por
ejemplo, las regiones del genoma
nuclear de genes ribosomales son muy
uUtiles para reconstrucciones
filogenéticas y donde los caracteres
morfoldgicos presentan limitacion en
resolucion.

Los "mejores” MM son los que

distinguen multiples alelos por locus

32 kDa

<

. -

. .

(p.e., altamente polimorficos) y codominante (cada alelo se puede observar)
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Los mas “‘famosos” MM

Isoenzimas
PCR & SEQ

SSR (simple seqg. repeat,
microsatellites)
SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms)
RFLP(Restriction Fragment

Length Polymorphism)
RAPDs

Table 1 | Comparison of different molecular markers

Marker
SNPs

Microsateliites

Allozymes

RAPDs and
derivatives

DNA sequencing

Advantages

* |_ovs mutation rate
* High abundance
e Easy to type

* Nevws analytical approaches are

being developed at present

* Cross-study comparisons
are easy; dala repositories
already exist

* Highly informative (large number
of alleles, high heterozygosity)

* | ow ascertainment bias
» Easy toisolate

e Cheap
* Universal protocols

e Cheap
* Produces a large number of
bands, which can then be

further characterized individually

(for example, converted into
single locus markers)

* Highest level of resolution
possible
* Not biased

¢ Cross-study comparisons are

easy; data repositories
already exist

Disadvantages

» Substantial rate heterogeneity
among siles

* Expensive to isolate

* Ascertainment bias

¢ Low information content
of a single SNP

* High mutation rate

e Complex mutation
behaviour

* Not abundant enough

e Difficult to automate

e Cross-study comparisons
require special preparation

¢ Requirement for fresh
or frozen material

e Some loci showy protein
instability

* Limited number of available
markers

» Potentially direct target
of selection

* Low reproducibility

e Mainly dominant

* Cifficult to analyse

» Difficult to automate

» Cross-study comparisons
are difficult

» Slill significantly more

expensive than the other
technicues

RAPD, randomly amplified polymorphc DNA; SNP, single nucieotide polymorphism.
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Isoenzimas o0 aloenzimas son variantes de la misma enzima

Son enzimas que difieren en la secuencia de aminoacidos, pero que catalizan la
misma reaccion quimica. Estas enzimas suelen mostrar diferentes parametros
cinéticos (i.e. diferentes valores de Ky), o propiedades de metabdlicas diferentes.

En genética de poblaciones es esencial un estudio de las causas y los efectos de la
variacion genética dentro y entre las poblaciones

Nimero de patrones de isoenzimas
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 n 12 13

NGmero de - % Alelos
isoenzima
Migracién
de las
7 - B | - | ] mE | .. 3 bandas de
g [ [ J— - - — — - f enzimas
I - - | .
3 - | s | =m A3
2 oo | vmm | wem | mEw | mEm | NN | SEN | EN | BN | SN | E | . Az
1 - _— A,
r

AAc AA; AAr AAr AAL AAL AA, AA, Al AA; AMA; AAy AA;
B;B; B;B; BBy B3B; B;8, BB, B;B; B;B; BBy ByB; BBy, BB,

Frecuencias(s)] S 16 9 5 7 S S 21 2 S 12 2 7

Genot ipos

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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Electroforesis v b et M
= 4 - YN e protsie. © ®
bidimensional en geles de Rt o —.
- - - _ e @
poliacrilamida (2-D PAGE) ey — e, o r W r W
2D PAGE permite la separacidn s . TN o g e SDE-PAGE
C| . t . | C| t ’ (first dimension) (second dimension)
e cientos o miles de proteinas i
A\ ” LA ‘ ilv
(“spots”) en un unico gel, Y s
mostrando un patron riiiar
caracteristico dependiendo de  masspectometic 200, =
L, identification of spots s $ '.Cf o | — 701 ,° >
Sus caracteristicas  asshowninFigure 1 aie | |8, olE iy (B2
ﬁSiCO qUI’ miC as. Excision of spots of interest Condition A C°“d.iﬁ°“ B

Se hace en dos etapas, primera

separa los componentes de la muestra segun un
criterio (carga, tamano o pI), segunda segun un
parametro distinto del anterior. Al combinar los
modos de separacion se consigue el maximo de
resolucion por electroforéticas.

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/




RN BfOlaformatica il 3C

CeCalCULA +Red + Ciencia ® ® ® ©

Programas para Analisis de geles 2D

RFLP (Restriction
Fragment Length
Polymorphism)

T-RFLP: Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism
Environmental -

microbe sample b
(single community) PCR amplify lCOPY abe

Extract gene of interest ‘
N e’

§
%

RFLP

total DNA (] ] Add fluorescent ‘

lRestrlctlon
= digest
Laser Electrophoresis

detection

|

i

fluorescence intensity

fragment length Different sizes of
Electropherogram labeled fragments

BN

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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Enzimas de restriccion (endonucleasas): puede
reconocer una secuencia especifica de nucleotidos en el
ADN vy cortarlo.

Lista de algunas enzimas de restriccion

Programas para generar mapas de restriccion

Restriction Map / RestrictionMapper / NEBcutter2

A=A=T=T=C
> £
C-T-T-A-A G

Extromidades livros
—

| -
G f A=A=T= Y-(IZ
| |
i ¢

Hpal
(a)

Allele A Allele B
RE

polymorphism

*A deletion between two
restriction enzyme sites

RE RE RE RE s'={]|[AHZ] [FHTHEF » .
! ! ! ! ¥ [Gk s
AA BB AB AA BB AB

s'{aJ[AHo] [EHTHTF »
v {THTHE] [GHAJ[AF s

*An insertion between two restriction enzyme sites

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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PCR & SEQ (Polymerase Chain Reaction)

PCR

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
10— | Cycle 1 — Cycle2 -
— e "4 -] S — i
. : ni— |/ Template '\, p \
/ - \» . } C._i' | 80 |- ' denature \
— _‘ remp 70 — l: \“\ —" ‘\
. — - - B0 - ' ' DNA
. 60 | \ "
/8 == : e SYHESIS
\ A ei— " ¢ » l:-_i. l 50/ Primer "
N . __4
1. Desnaturalizar 2. Alineacion del 3. Extension del \. : '— / anneal
(1 Min.a%4°C)  cebador cebador /
(45Seg.a54°C) (2 Min.a72°C) 10
C|CL02 I I I T I
/ f 2 8 4 5 6
Time (mins)
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Tabla 1. Condiciones estindar para un PCR C d - =
(calculos para 50 pl en cada tubo) ondiciones
estandar de la PCR
Concentracién Concentracién Cantidad Cantidad
inicial*1 final en la reaccién ~ paraun para
tubo 10 tubos
dNTPs 10mM (todos) *2  200uM 1ul 10 pl
varia de acuerdo al magnesio
Cycles Temperature Time
Magnesio 25mM 1.5mM 3ul Denaturation/Activati
puede probarse de 1 a4 mM
Oligo forward 10pM 1pM 5ul 1 95°C 4min?
puede probarse de 0.1a 1 pM
Amplification Program
Oligo reverse 10uM 1uM 30-40%  Denaturation 95°C 30s
puede probarsede 0.1alpM 5pl Anneaing 51065°C ¢ ™
Enzima 5U/ul 1U 0.2pl Elongation 72°C 45 $=3 min ©
Buffer 10x 1x 5ul Final Elongation
! 72°C 7 min
Agua - -- 29.8ul
L. - D This step serves two purposes. It actvates the FastStart Taq DNA Polymerase as well as densturing the
ADN ' 0.1mg/ml 0.1mg genomlco.(mammo 11 pl lote. For soecific aoolicetions of 1o | sekds, you may vory the Sctvetion Gme from 2 min (Jor
(agregar después 500 ng; de bacteria de 1 sensitive templates) 1o 10 min (for complex mixtures, e, for multiplexing up 10 14 bands with 28 primers).
de dividir el mix) 10 ngy si es pldsmido M Thiety (total) cycles is usually enough to produce an adequate amount of product if the starting templato

de0.lal nﬁ)

)

Manual de la PCR de Roche

contains >10* copies of the target For low concentrations of target or complex (e.9, multiplexing) target
madures, increase the total number of cycies 10 40,

Gradually increasing clongation time ensures a higher yield of ampification products. To increase the yield of
ampldication products, moddy the amplification program $0 the elongation time increases gradually (eg, by
$ seconds/cycle) after 15 cycles of amplification, (For detads, see the FastStart Taq DNA Polymerase package
nwen)

Opsmal anncaling temperature depends on the melting temperature of the primers and the systom used.
Elongation time depends on fragment length, Use 1 min/ib for fragments up to 3 kb,

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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Los Oligo (Primers)

)

&
e La longitud de 18 a 24 bases (en casos especiales de complemeniary @é‘f\e Caonytomin
mayor tamafio). Se pueden agregar secuencias adicionales g /
en el extremo 5° no tomarse en la Tm. 2 brotein-coding region =
e Evitar los nucledtidos degenerados en el extremo 3~ (la C‘;@ e
cola 3 puede ir de 7 a 9 nucledtidos). %‘i? b vt J—
e Por lo general se disenan con un contenido de G/C entre @\ec’ { ,,
40 y 60 % (Dependera de la secuencia blanco y su contenido ¢®
de G/C). Recomendado esto para la cola 3°. N i W
e LA Tm debe estar entre 55 - 65°C La diferencia entre la & » ww coc mo coo tac — 0% can arr tov mw 5§

Pmel

TM de los primers no deberia exceder los 5 °C.
e Se recomienda que los primers deban iniciar y terminar
con 1 o 2 bases puricas, principalmente en la cola 3°
e Se deben descartar la formacidon de estructuras secundarias internas entre los pares de primers
(Dimeros de primers y Horquillas >3 pb).

TMm (Basica)= (XA+XT)*2+(xG+xC)*4

Hairpin Self-Dimer
p Trm (salt-Adjusted) =81.5+16.6x(logso{[Na*]+[K*]})+0.41x(%G+C)-
Oligo, 3 bp (Loop=4), delta G = -0.1 ke/n 675/ n
4 hp, delta G = -6.6 ke/m (bad!) (worst= -36.6)

= G‘G‘GA‘qul §' GGGAMMATTCCAGGATCTAT 3'

& TMCTAGGACCTTAJ 3! TATCTAGGI;(]I(‘?'II"'TAA;“L;}G 5! P
rogramas

Ghigegibeliiocedl RteltaiCia i 4 bp, delta G = -5.4 ke/m (bad!) (worst= -36.6)

S GGk 5' GGGAAAATTCCAGGATCTAT 3'

i A 1A - - - -

3 TATCTAGGACCTTA- 3' TATCTAGGACCTTAAAAGGG §' Prlmer-BLAST / Prl mer3 / BIoMath / SCITOOIS

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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MgCi2

La ADNp, requiere de Mg++ para actuar como un
cofactor durante la reaccion de la PCR, sin el 1mM 2 mM 3mM
Mg++ la ADN polimerasa es inactiva 1.SmM  25mM  3.5mM

Muchos de los componentes de la PCR unen

Magnesio, la matriz de ADN, agentes quelantes,
como el EDTA o Citrato, dNTP’s, proteinas y
residuos de los procesos de aislamiento del ADN,
esto hace que la [Mg++] descienda durante la
PCR.

Mientras mas magnesio reaccion de PCR sera mas

“rapido”. Lo que puede ser malo, ya que la polimerasa trabajara muy rapidamente lo que
puede generar errores de lectura. Al contrario de bajas [Mg++] haran que no toda la Taq se
active y trabaje muy lento lo que afectara el rendimiento final de la amplificacion. Por ello es

indispensable optimizar la [Mg++] para cada nuevo ensayo (1 - 9 mM) final.

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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Parameter Optimal Concentration or Condition
Template DNA 10 pg - 500 ng compI)ex DNA (e.g, human genomic DNA)
10 pg - 100 ng cDNA or plasmid
FastStart Taqg DNA between 2.0 and 5.0 U per 50 pl reaction
Polymerase
Primers between 200 and 500 nM (final concentration of each primer)
dNTPs between 100 and 500 uM
MgCl, between 1 and 4 mM @

3 For optimization, use the PCR reaction buffer without MgCl, (vial 3, supplied with enzyme) and titrate the
Mg?* concentration in 0.5 mM steps. Use the 25 mM MgCl, solution (vial 4, supplied with enzyme) to
produce the following concentrations:

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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Microsatélites (SSR -simple
sequence repeat)

Secuencias simples de ADN altamente
hipervariabilidad abundantes y distribuido en
el genoma de eucariotas (algunos
procariotas). Se desconoce su funcidon, aunque
se cree que intervienen en el empaquetado y
la condensacion del ADN.

Consisten en segmentos cortos de ADN con
motivos repetidos de 1 a 6 pb. Estan
precedidos por secuencias conservadas (Utiles
para la PCR)

El polimorfismo esta determinado por numero

de repeticiones en un determinado locus,

(a) Design primers that anneale to sequence
flanking microsatellite region

Allele 1
5' ; lcalcalcalcalcalcalcalcalcalcalcalcalcalcalcal E 3
3 S
Left primer Allele 2 Right primer

LA S S e s

(b) Amplify alleles by PCR.
Left primer Left primer
523" Allele 1 53 Alele?2
| ] L ]

3! = 5! 3l = 5!
Right L ) Right
I primer 1 primer
= | = L=
= — B —
= — = —

(c) Analyze PCR products by gel electrophoresis and staining.
1 32 '3

- electrode
1 is homozygous for allele 1
| 2 is heterozygous
3 is homozygous for allele 2
+ electrode

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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siendo el nivel de variacion la longitud de los fragmentos. Se estima la tasa

de mutacion entre 10%- 10™ por generacion.

Sus ventajas estan en que son multialélicos, polimorficos, herencia mendeliana co-
dominante, interpretaciéon sencilla de los resultados, alta reproducibilidad y se
requieren pequenas cantidades de ADN.

Utiles para estudios poblacionales, conservados entre poblaciones cercanas o
especies muy emparamentadas.

Aplicados en el mapeo de ligamiento, relaciones genéticas entre poblaciones,
pruebas de paternidad, entre otros.

Son abundantes en peces, insectos himendpteros y mamiferos. Menos en aves,

plantas y lepidopteros

TIPOS de Microsatélites (SSR)

Perfectos: CACACACACACACACACACA
Compuestos: CACACACACACACACACAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
Interrumpidos: CACACACACACACACACACATTTCACACACACACACACACACACA

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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Sample of F, plants derived from the cross P1 x P2

/—_/g_\

High concentration (3%) gel electrophoresis.
Marker umc1001. Maize.

Programas
SSR Locator / Websat /SSRfinder / Troll / IMEx-web

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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SNP (Single NucleotidePolymorphisms)

e Polimorfismo de nucleoétido simple, variacion en la secuencia
de ADN que afecta a una sola base nucleotidica dentro del
genoma.

e La mayoria de SNP se localiza en regiones no codificantes, y no

tienen impacto en el fenotipo (SNPs sindnimos). Algunos SNPs
pueden ocurrir en secuencias codificantes, y producir cambios a nivel fenotipico y
posteriormente funcional (SNPs no sindnimos).
e La variacion debe darse al menos en un 1% de la poblaciéon para ser considerada
como un SNP. Si no se llega al 1% no se considera SNP y si una mutacién puntual.
e Son muy abundantes en el genoma humano, a razén de un SNP por cada 1 300
pares de bases y representan el 90% de la variaron, siendo dos tercios de estas del

tipo C/T y pueden estar involucrados en la respuesta frente a enfermedades.

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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e La variacion de los SNPs es muy baja, son * _.—"= AR e TR
buenos marcadOreS para eStUdiOS ° o “20 30 40 s ~% " 2 ’2995 “ooxe

farmacoldgicos, evolucion de poblacionales §::::

y estudios de enfermedades con herencia

%(6€)
8888

mendeliana como los de asociacion del

genoma completo GWA (Genome-wide ;Wmmﬁm

SNP position

association study).

haplotype

Programas

expression

SNPs

coding non-coding

inferaction

e SNPLims

e SNPpy
e GWAS Analyzer

® SNP tools MS Excel

expression level
of gene

diabetes, obesity,
cancer, malaria

Bases de datos: HapMap Project / Ensembl / dbSNPs

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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LETTERS

Genes mirror geography within Europe

lohn Novembre'*?, Toby Johnson®>*, Katarzyna Bryc’, Zoltan Kutalik*®, Adam R. Boyko’, Adam Auton’,
Amit Indap’, Karen S. King®, Sven Bergmann™®®, Matthew R. Nelson®, Matthew Stephens™’ & Carlos D. Bustamante

7

Understanding the genetic structure of human popuhmons is of
fundamental interest to medical, fe and pological
sciences. Advances in high-throughput genotyping

The resulting figure bears a notable resemblance to a geographic map
of Europe (Fig. 1a). Individuals from the same geographic region

cluster together and major populations are distinguishable.

hnol

l%,TTIT

i -
T

TIT

T T
I"x'rlﬁr

1Ty IT I

save markedly improved our understanding of global pa(terns
»f human genetic variation and suggest the potential to use large
samples to uncover variation among closely spaced populations'=’.
Here we characterize genetic variation in a sample of 3,000
European individuals genotyped at over half a million variable
DNA sites in the human genome. Despite low average levels of
renetic differentiation among Europeans, we find a close corres-

dence between genetic and geographic distances; indeed, a
geographical map of Europe arises naturally as an efficient two-
dimensional summary of gmenc variation in Europeans The

Geographically adjacent populations typically abut each other, and
recognizable geographical features of Europe such as the Iberian
peninsula, the Italian peninsula, southeastern Europe, Cyprus and
Turkey are apparent. The data reveal structure even among French-,
German- and Italian-speaking groups within Switzerand (Fig. 1b),
and between Ireland and the United Kingdom (Fig. la, IE and GB).
Within some countries individuals are strongly differentiated along
the principal component (PC) axes, suggesting that in some cases the
resolution of the genetic data may exceed that of the available geo-

graphic information.
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METHODS

Sample collection and genotyping. The samples were assembled and genotyped
as part of the larger POPRES project currently consisting of ~6,000 individuals
from worldwide populations’. The subsample of European individuals used here
is derived from two independent collections: the London Life Sciences
Population (LOLIPOP) study®, which consists mainly of European individuals
sampled in London, and (2) the CoLaus study®, which represents a broad set of
European individuals sampled from Lausanne, Switzerland. The combined sam-
ple contains individuals with origins from across Europe (Supplementary Table
2), although origins from eastern Europe are generally less well represented (for
example, Finland, Latvia, Ukraine, Slovakia and Slovenia) and some countries
are not sampled at all (for example, Belarus, Estonia, Lithuania and Moldova).

Genotyping was carried out using the Affymetrix GeneChip Human Mapping
500K Array Set according to published protocol. We observe no significant
differentiation in the PCA between individuals collected and/or genotyped at
different times (ANOVA, P> 0.05). A thorough description of the collections,
data processing methods and public data release is presented in ref. 7.

To prepare the sample analysed here, we used the demographic data available
for each individual to create a ‘geographicorigin’ that representsa single location
from which the individual’s very recent ancestry is derived. Where possible, we
based the geographic origin on the observed country data for grandparents. We
used a “strict consensus’ approach: if all observed grandparents originated froma
single country, we used that country as the origin. If an individual’s observed
grandparents originated from different countries, we excluded the individual.
Where grandparental data were unavailable, we used the individual’s country of
birth.
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Nuevas técnicas

La técnica de secuenciacion clasica
(método Sanger) aunque es capaz
de procesar con bastante eficiencia
la secuenciacion de pequeiios
fragmentos, tiene la limitante que
puede ser un proceso lento vy
costoso para muestras grandes
(por ejemplo, metagendmica).

En los Ultimos afos han surgido
novedosas técnicas denominadas

Secuenciacion de nueva
generacion, Next Generation
Sequencing [NGS] o Massive

Parallel Sequencing [MPS], que
permiten a un bajo costo abarcar
grandes fragmentos de ADN/dia.

Rodriguez-Santiago B. et al (2012)

CeCalCULA + Red + Ciencia ® ® ®

Tabla 1 - Comparativa entre diferentes plataformas de secuenciacion

Oy
SCLARA 15 |

Plataforma Tiempo carrera® Reads/carrera (en millones) Bases/read® Rendimiento (Mb/carrera)
3730xl (capilares, no NGS) 2h 0,000096 650 0.06

lon Torrent (chip 314) 2h 0,10 100 >10

454 GS Jr. Titanium 10h 0,10 400 50
Starlight® ? ~0,01 >1.000 ?

PacBio RS 05-2h 0,01 860-1.100 5-10

454 FLX Titanium 10h 1 400 500

454 FLX4¢ 18-20h. 1 700 900

Ion Torrent (chip 316) 2h 1 >100 >100
Helicos? N/A 800 35 28,000
lon Torrent (chip 318) 2h 4-8 >100 >1.000
lllumina MiSeq® 26h 34 150+150 1.020
lllumina iScanSQ 8dias 250 100+100 50.000
lllumina GAIlx 14 dias 320 150+150 96.000
SOLID -4 12 dias >840¢ 50435 71.400
lllumina HiSeq 1000 8dias 500 100+100 100.000
lllumina HiSeq 2000 8dias 1.000 100+100 200.000
SOLID - 5500 (PI)* 8dias >700¢ 75435 77.000
SOLID - 5500x1 (4hq)® 8dias >1410¢ 75435 155.100
lllumina HiSeq 2000 - v3' ¢ 10 dias <3.000 100+100 <600.000

h: horas; Mb: megabases.

~Valor probablemente derivado de informacion no publicada indisponible en mayo de 2011.

Adaptado de Glenn, 2011%,

* Tiempo necesario en el instrumento para conseguir la longitud maxima de read.

b Longitud promedio para los reads de alta calidad.

¢ Actualizacion del instrumento FLX, verano 2011.

¢ Instrumentos y reactivos no se pueden comprar ya, solo ofrecen servicios.

¢ Reads alineables (nimero crudo de reads de alta calidad).

{ Reactivos y software TruSeq v3 anunciados, reads y rendimiento son la mitad que el HiSeq1000.

¢ Informacion basada solamente en datos de la compania (datos independentes todavia no disponibles).

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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Secuenciacion de nuevas generacion (NGS)

A diferencia de los sistemas de
secuenciacion tradicionales, estas
plataformas son capaces de
generar paralelamente, y de forma
masiva, millones de fragmentos de
ADN en un Uunico proceso de
secuenciacion, a muy alta

velocidad y muy bajo costo.

Ideales para estudios que

ambiciones procesar grandes

Platforms:

Life Tech. Life Tech. Nlumina

Roche 454™ lllumina HiSeq™ lon Torrent ™

SOLIiD™ MiSeq™

Applications:

Amplicon Sequencing RNA Sequencing FDA Standard Next-Gen
Biomarker Detection SNP/Variant Genotyping
Sequencing
Gene Panel Assays Methylation Analysis :;g;z:‘a;:noic&s

cantidades de ADN como son los estudios de gendmica, metagendmica, exomas,

genoma completo, smallRNAs, metilacion, ChIP-Seq, RNA-Seq.

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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Genoma completo

La secuenciacion de ultima generacion (Next-
Generation Sequencing o NGS) permite la
secuenciacion de genomas completos, muy

rapidamente y a “bajo” costo.

Las plataformas de secuenciacidon masiva son

capaces de producir cientos de gigabases en un

unico corrida, lo que permite comparar las

diferencias o similitudes en genomas de interés

Metagenomica

es el estudio del conjunto de genomas de un determinado entorno (metagenoma)
directamente a partir de muestras de ese ambiente, sin necesidad de aislar y cultivar

esas especies.

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/
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Resecuenciacion dirigida

Consiste en el aislamiento, enriquecimiento y
secuenciacion de regiones especificas del
genoma en una muestra. Esta técnica
permite la deteccion sistematica tanto de
variantes comunes como variantes raras o

poco frecuentes (caracterizacion de grandes

numeros de genes simultaneamente)

Exomas:

Permite la captura, el enriquecimiento y la

secuenciacion de regiones genodmicas

codificantes, lograndose la identificacion de nuevos genes asociados tanto a

enfermedades raras como comunes.
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Configuradas

Resecuenciacion dirigida de regiones
especificas del genoma mediante el disefio de

sondas configuradas.
Transcriptomica

RNA Seq - Transcriptoma completo RNA-
Seq es la secuenciaciéon masiva de cDNA
para la obtencidon de informacion global de
ARNs de una muestra (mMRNAs, rRNAs, tRNAs
y otros RNAs no codificantes) en una unica o
conjunto de células, su expresidon geénica,

tipos y sitios de splicing, fusion génica, SNVs
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CeCalCULA —
Base calling
Image raw data » (Raw Data
Processing)
Short read
sequences
De novo L, R:r:f):gc;
assembly g l
transcriptome
Read mapping
|
Uniquely Multiple Unmapped
mapped reads mapped reads reads
l :
)
v
*
Peak calling (read quantification) Read splitting
e ; }
Gene Non-coding | Novel transcript | Identification of
expression RNA and Isoform ' protein binding
quantification ' | characterization detection sites
Statistical tests
for differential
expression
* function only implemented in spliced read mapplng tools
Current Opinion in Biotechnology
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SAGE

Serial Analysis of Gene Expresion, permite el analisis de miles de transcritos al
mismo tiempo, secuenciando el extremo 5’ o 3’ del transcrito. Este método permite

la identificacion y cuantificacion de transcritos.
SmallRNAs

smallRNAs, pequenos ARNs no codificantes que incluyen un gran numero de
moléculas con funciones y estructuras muy diversas (miRNAs, snoRNAs, piRNAs,

etc).
. Chip-Seq

ChIP-Seq combina el método de inmunoprecipitacion de la cromatina con la NGS,

de esta forma se pueden identificar zonas de interaccion proteina-DNA (cistroma).

. Metilacion

CeCalCULA - C.P.T.M. Mérida. Venezuela. http://bioinformatica.cecalc.ula.ve/




B, Olnformatica ﬁ;i;;;; 3C

CeCalCULA +Red + Ciencia ® ® ® ©

/& UNIVERSIDAD
s DE LOS ANDES

NGS permiten identificar
(@  pyrosequencing (b) 454 sequencing
patrones globales de
metilacion (metiloma) con
una alta fiabilidad en muy
poco tiempo y a bajo ight
i o
precio. dNMP PPi ;
0P e arpe) OGS
AMP  ATP
time
(€)  Solexa (d SOLD
Comparison of Next-
Generation Sequencing . " , a >
o* . | primer N
Systems % [' M T adapter
; p e
polymerization '
{ i
laser detector
Current Opinion in Biotechnology
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pre-mRNA

-~
------------------------------------------- - e — SRR TS,
Short reads m— r\‘ —_— —— P SLLS e
f — — TCTAGATTATGCTTTAAATA
— S=— CTTAATTCCCTTTCCTTATGA
ChiP Library construction Sequencing

Short read is split by
intron when aligning
to reference Genome

N . { { Cnrd:23486.13486

Cnri:24323.24293
Cnrl:4567645708

. it Cnrl:54321.543852
| SRR Cnrl:55679.55709
| T'Tc Cnti:83456.82486
..
Analysis and visualization Peak calling Alignment

Figure 1. Flow scheme of the central steps in the ChIP-seq

procedure.
(. J
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RNA-Seq: a revolutionary tool for
transcriptomics

Zhong Wang, Mark Gerstein and Michael Snyder 2009, Nature Genetics

Technology Tiling microarray RNA-Seq
Technology specifications
Principle Hybridization High-throughput sequencing
Resolution From several to 100 bp Single base
Throughput High High
Reliance on genomic sequence Yes In some cases

[_Backc‘;round noise High Low )
Application
Simultaneously map transcribed regions and gene expression  Yes Yes pre(&%’:g)
Dynamic range to quantify gene expression level Up to a few-hundredfold >8,000-fold
Ability to distinguish different isoforms Limited Yes

[A’:ility to distinguish allelic expression Limited Yes ]
Practical issues

| Required amount of RNA High Low ]

Cost for mapping transcriptomes of large genomes High

Gene
Junction

End-paired
short reads J—

x Ka)ﬁans. ... . b)Cis.
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