Flext-Generation-Sequencing

E’ il termine generico usato per descrivere una serie di
diverse tecnologie di sequenziamento che consentono la
produzione di milioni di sequenze in un solo ciclo di
reazione.
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Costi per attivita
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L'obiettivo di base delle piattaforme di
2 generazione NGS é:

*Generare un gran numero di "polonies"
(polymerase generated colonies)
sequenziate simultaneamente

*Queste reazioni parallele nel caso di
lllumina avvengono sulla superficie di
una "flow cell" che presenta una grande
area superficiale e permette di alloggiare
molte migliaia di reazioni chimiche
parallele

NGS di seconda generazione
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lllumina: reazione di
sequenziamento
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cycle 3, etc
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“lllumina: vantaggi e svantaggi

*Versatilita dello strumento

«Efficienza dello strumento

— Costo per corsa

— Dati per corsa

*Risultati confrontabili perché largamente diffuso
*Sequenze pulite

*Sequenze corte

C.Losasso
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= Il problema della lunghezza

TCGTACCGATATGCTG

ACTTAAGGCTGACTAGC

» Le reads corte sono problematiche, perché corte
sequenze possono appaiare in vari punti del
genoma

» Soluzione #1: ottenere lunghe reads
» Solution #2: sequenziare in entrambe le

direzioni

Solexa
Sequencing by synthesis (SBS

100um

Copied from
http://www.vmsr.net/Sequencing_sl
ides-Intro_Seminar.pdf -

colony of =1000 single-
stranded DNA templates

—»
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= Terza generazione
| » PacBio

— single molecule sequencing, reads
lunghe, alto tasso di errore

* Oxford Nanopore
£ — single molecule sequencing, reads lunghe

ﬁ — non ancora presente in commercio
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NGS in fase R&D Sanger Sequencing Output: il cromatogramma
GnuBio SbH Fluor  MA early access —r . . r—r
Genapsys SbP H+ CA
Halcyon EM Atom CA R.L.P.
Nabsys SbH-Pore lon RI
Bionanomatrix SbH Fluor  PA
OxfordNanopore Pore lon UK
Visigen/Starlight SbP FRET TX
IBM-Roche Pore lon NY R.LP.
LightSpeed SbL,P Fluor CA
NobleGen SbH-Pore  Fluor  MA
Genizon BioSci SbH Fluor QC
LaserGen SbP Fluor  TX
ZS Genetics EM Atom  NH
GE Global SbP Fluor  NY
Electronic Biosciences SbP? lon CA
Stratos Genomics SbX-Pore  ? WA
Genia Pore lon CA
Reveo ST™ ST™ NY
Basedinnovation ? SERS UK
Mobious Genomics SbpP SPR UK
Nanophotonics Biosci Pore lon CA
Population Genetic Technol. SbP Fluor UK
Genovoxx SbP Fluor  Germany
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Qual & la migliore piattaforma?

» Considerazioni da fare
— Quale applicazione?
— Quali costi dovro affrontare?
— Quanto lunghe devono essere le mie sequenze?
— Quante sequenze voglio ottenere per ogni ciclo?
Quale errore sono disposto a tollerare?
Qual & la mole di dati prodotta?

Travis Glenn (2011) Field guide to next-generation DNA sequencers. Mol. Ecology
Resources 11, 759-769

Sanger Sequencing Output: il file FASTA

Un file di testo in cui & riportato il codice della sequenza e la
sequenza stessa:

>ERR010482.1 FT9FZH301B6YPS/3

ATCAACACATTAGGACTTACACGAATCAGGCATTCGTTACCATC
AGTATGTCGAT

>ERR010482.2 FT9FZH301ARSRC/3

ATGCTTGCTCGGCCGACGTGAGCGTTATTCGAGCAGGGCTCGGA
TGGTAGTTAGCGATCCAAAGGGGAGTC

u@‘ C.Losasso
Piattaforme a confronto

454 GS Pyro- mode 700 700Mb 23 hours Long reads High Maybe
FLX+ sequencing P homopolymer
(Roche) upto 1 kb error rate
HiSeq Reversible 36 -150bp 95-600 40 hrs - High- Short reads Yes
(lllumina) terminator Gb 11 days  throughput/ Long run time
Low cost
MiSeq Reversible  25-300bp 13-15 5hrs Short run time  Short reads Yes but
(lllumina) terminator Gb with
conditions

SOLID Ligation 50 - 75 bp 120-160 8 days Low errorrate ~ Short reads No
(Life) Gb Long run time
lon Proton Proton <200 bp 10 Gb 2—-4hr Shortruntime Chimeras, Yes
(Life) detection homopolymer

errors
lon PGM Proton 200 - 400 30Mb—- 2-7hr Shortruntime Homopolymer No
(Life) detection bp 1Gb errors
PacBio RS Real time mean 4.6 3GB 30-120 NoPCR High error rate No

sequencing kb up to 23 min Very long
kb,

read

[ crosasso
NGS Output: il file FASTQ

Nome dello strumento
Tile # ADAPTOR

v INDEX' " qiNGLE END

LT

@SN971:3:2304:208.0:100.00#0/1

NAAATTTCACATTGCGTTGGGAACAGTTGGCCCAAACTCAGGTTGCAGTAACTGTCACAATACC
ATTCTCCATCAACTTCAAGAAATGTTCAACAAAACAC

+
@P\cceeegggggiihhiiiiiiihighiiiiiiiiiiiiifghhhhgfghiifihihfhhiiiihiggggc

idcdddccbedddecccceee

Line 1: inizia con'@’ seguito da un codice che identifica la sequenza
Line 2: raw sequence

Line 3: +

Line 4: qualita delle basi per la sequenza riportata nella seconda riga
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Phred quality (Q) scores

I Q score rappresenta la probabilita di errata interpretazione
nell'identificazione di una base

— Il quality score Q = -10 log,, P
— La probabilita di errore & P = 10-Q/10

— es: I'attribuzione di una base con Q = 30 ha una
probabilita di errore P = 103 = 1 in 1000

Score range & compreso tra 0 e 93 (rappresentato dai

C.Losasso

genome
sequencing ‘

NGS
platforms

Genotype-phenctyps
association mapping

1 |

Metagenomics

|

Il file FASTQ: Q score

Valore minimo 2 (random call)

angsl = =10 log;,p

)'//'
/

codici ASCII) ‘ '
Mathematical
models
encoding |t * # 5 % & * () *+ , = . f 0O 1 2 3 4 _
‘ Qscore|0 1 2345678691011 12 13 14 15 16 17 18 19 System level
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~Importanza del disegno
sperimentale

Cosa voglio ottenere?

o =
me, please, which way | ought to go from

"Would you tell
here?"

~ "That depends a good deal on where you want to get to,"
said the Cat.

"ldon’t much care where--" said Alice.

». "Then it doesn’t matter which way you go," said the Cat.
~ "--so long as | get SOMEWHERE," Alice added as an

T—— explanation.
B — T —_——
- \_‘——-__ "Oh, you're sure to do that," said the Cat, "if you only
T o0s T T T walk long enough.” Lewis Carroll’s Alice in Wonderland
03 0z 04 0% [T]
3
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==¥Vhole-genome sequencing (WGS)

- Studiare ceppi rari oppure varianti specifiche di un ceppo;
- Esplorare la dinamica di un outbreak quando i metodi tradizionali quali
PFGE, MLST and MLVA non risultano efficaci

« Elevato livello di discriminazione [ Estrazione di DNA genomico }

« Ampia applicabilita |
i

« Richiede complesse analisi
bioinformatiche

« Potenzialmente in grado di l
sostituire altre tecniche di typing Eonfronto con un genoma di riferimento

anche grazie alla continua presente in database
riduzione dei costi 1

— 2005 $500,000 per genoma
Confronto tra siti chiave (SNPs). }

Sequenziamento }

— 2013 $100 per genoma

e alla riduzione del tempo di
analisi
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WGS: possibili domande a
Cui si puo trovare risposta

* Questo € un outbreak?

* Questo (alimento/acqual/etc) ¢ la fonte di un
outbreak?

» Questo ceppo € piu patogeno, virulento,
antibiotico resistente rispetto ad altri ceppi
della stessa specie?

» Che relazione c’e tra questi ceppi isolati in
vari contesti?

* Questo ceppo & coperto dal vaccino
correntemente in uso?

7 : \[ C.Losasso

Number of and Listeria Isolates

Sequenced Over Time by the GenomeTrakr Network

Average Number of Fobiirs Sequenced
Pt MOt in 2014 - 856

Musmbar of Inolatirs Sequenid
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OPEN G ACCESS Frealy svailable online “ pLos one

Prospective Genomic Characterization of the German
Enterohemorrhagic Escherichia coli 0104:H4 Outbreak
by Rapid Next Generation Sequencing Technology

I ! Il ', Dag 2+, Craig A. Cummings®®, Emily B, Zentz*, Shana R. Leopold’,
Alain Rico®, Karola Prior’, Rafael Szczepanowski®, Yongmel Ji*, Wenlan Zhang', Stephen F. McLaughlin®,
John K. Henkhaus®, Benjamin Leopold’, Martina Bielaszewska', Rita Prager®, Pius M. Brzoska®, Richard L.
Moore®, Simone . M. 7, Helge Karch'

-Giugno 2011: 834 casi of HUS e 2,967 casi di non-HUS riportati dal German Robert
Koch Institute (RKI); 30 casi di HUS €16 di non-HUS risultarono fatali;

-Storicamente E. coli 0104:H4 era stato associato raramente con casi di HUS. In
Germania fino a quel momento era stato isolato un solo ceppo di E. coli 0104:H4 in
un paziente HUS nel 2001;

-WGS (lon Torrent) & stato utilizzato per caratterizzare e correlare il ceppo isolato
dall’outbreack con l'isolato storico (01-09591) e con un ceppo di E. coli O104:H4
isolato in Africa Centrale nei primi anni 90.

VETERINARY MEDICINE

taking place March 1
20, 2013, For iformalion o B
Lo i, e e .
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Il modello evolutivo

EAEC
Solo 24 “core geni” su 1,144 analizzati
presentavano una variazione della sequenza
tra questi ceppi
Il modello propone che un Stx-producing E. e
coli O104:H4 con un background genetico =
EAEC ha dato origine ai due ceppi “tedeschi” HUSECIE“
n complex

e al ceppo” africano”
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Metagenomica

La metagenomica (Genomica dell’lambiente,
Ecogenomica, Genomica di comunita) € lo studio del
materiale genetico derivante da campioni ambientali.

Gilbert and Dupont, Ann. Rev. Mar. Sci. 2011
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=== Metagenomica: possibili
domande a cui si pud

trovare risposta
e Chic'e?
e In quanti sono?
o Cosa stanno facendo
(metatrascrittomica)?

o Chi sta facendo cosa?
e Come stanno interagendo con I'ambiente
(nicchie ecologiche, speciazione)?
o Come stanno evolvendg?r (eMEs Venice. 2014

= C.Losasso
=‘-"'=¥)iversi habitats favoriscono diverse
comunita batteriche

A Habitat

Similarity of the communities based on the similarity of the
conservative 16s rRNA gene of bacteria, amplified and then

- gen Costello et al., Science. 2009
sequenced. Length of the fragment: around 400 bp. osteflo eral, Saence

C.Losasso
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Opening the black box...

Pedros=Alio, TRENDS Microbiol. 2007

b b
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Metagenomica

‘Metagenomics is like a disaster in a jigsaw shop’
Iddo Friedberg

Milioni di pezzi differenti

Migliaia di diversi puzzies

Tutti mescolati insieme

La maggior parte dei pezzi sono mancanti
Nessuna scatola di riferimento

C.Losasso
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Opening the black box...
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=== Metagenomica: la nostra
esperienza

Domanda di partenza

In che modo la dieta influenza la frequenza dei
geni di antibiotico resistenza nella microflora
intestinale umana?

RF-2010-2317095 Assessing antibiotic resistance in nonpathogenic food-
related bacteria: the impact on human gut microbiota
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Strategia

Contextual data: Food, age, BMI...

gqPCR Antibiotic Resistant Genes
Isolation of Bacteria

llumina Sequencing 165 rRNA

Frequenza
Antibiotico
Resistenza

1} u.—;m\E

Perché ha senso combinare
questi metodi?

Contextual data: Food, age, BMLI...
Isolation of Bacteria

gqPCR Antibiotic Resistant Genes
lllumina Sequencing 165 rRNA

Statistics .
Sentile i Ester Ekert
c.mm P s
prr— prr=
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Statistics Frequenza
Antibiotico
Resistenza
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Potenziali risultati e loro
significato

28 Vegans

Antibiotico

Frequenza
Resistenza

[ crosssso

o=t

Frequenza 1
Antibiotico
Resistenza

1} u.—;m\E
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Assumiamo che:

C.Losasso
= Potenziali risultati e loro
significato
o Composizione della comunita batterica (resistenza,
resilienza)

Community:
1 Axis ° =
: ®e .0 ° : ° L)
o %0 o ° e o -
. .... ° :. ® e N
°, % e® o°
° 2 Axis -
- C.Losasso . - C.Losasso . . . .
A= Assumiamo che: R Potenziali risultati e loro
significato
tomaivors SR 37 Vegetariang 28 vegan o Composizione della comunita batterica (resistenza,
ﬂ’. = = resilienza)
Antibiotic - 1Y .- 2
Resistance < ' &, ?
Frequency: - A—b s
No difference
B Cllosasse _m‘ ClLosasso
= = Potenziali risultati e loro
significato 3
o Composizione della comunita batterica (resistenza,
resilienza)
Community: ..
1 Axis] . ° R - - . }» P R
e 0% o . °® T o= -
: o °, ° o ° ° a A—p 2
° ) °® 3
[ ) [} = -
: ° : ®e o °® : ° o° )
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Combinando i vari dati
aumentano le probabilita di
risposta alla domanda iniziale

= <0 Closasso

‘ /"= Amount of \
* The cost of sequencing RIIET s Enles

has really gone down 5,000-fold
* Computational speed has
increased only 10-fold

* Now | can do
metagenomics!

| ° AITESETIE! ° Time taken to analyse

,,/‘ has increased 500-fold
L s@%!

generated has increased

E

s _//
»
%y s
=N =
—;J/,’, -.I" -
— o~
-
it
- C.Losasso = C.Losasso

Pre -processing

Demultiplexing
Adaptors removing
g [apped

Multiple pairwise alignment
Clustering
electing representative
equence

Assigning taxonomy
OTU table

Diversity
Calculating a, B diversity

Chimera check

Closasso

= In effetti la mole di dati...

40 4 Stool Hlumina; Average 23'314 | Median 24'682

ARSI A

Nr of combinad saquences in sample

@gé CLosasso
Portali pubblici per metagenomica

vel EBI
L)

http://www.ebi.ac.uk/metagenomics

MG-

mat

oannmice soruer
etapenomics snalysls senver

http://metagenomics.anl.gov/

img

http://img.jgi.doe.gov/

iy,
Camera
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capture & store
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Cosa offrono i portali?

Submit data Tools to help

> transfer data

Tools to help

metadata 00 e > Sequence

Quality filtering of archiving

sequences

Sequence analysis
(prebuilt workflows)

Visualisation/Interpretation

'rErEe

m‘ C.Losasso

Clustering

Identificare un insieme di OTU
rappresentativi (sottoinsieme delle
sequenze originali) tali che:
1.allinterno del cluster tutte le
sequenze hanno un grado di
similarita >97%

2.0TU di cluster differenti hanno un
grado di dissimilarita >3%

Scelta iniziale degli OTU
rappresentativi

Reference

Scelta dellalgoritmo per Ia costruzione
dei cluster

Edgar, R.C. (2013) UPARSE: Highly accurate OTU sequences from microbial amplicon reads, Nature Methods

] Clustering

i

OTU table

ClLosasso
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OTU table Normalization

»Le matrici di distanza sono
molto sensibili al numero di
sequence ottenute per
campione.

Se il numero di sequenze & solo un artefatto
tecnologico allora una possibile soluzione & la
RAREFYING

1.Rimuovo i campioni con coverage bassa
2.Da ogni campione estraggo a caso senza
reinserimento un sottocampione di sequenze di
dimensiene costante (rarefaction level)

> Il numero di sequence per
campione non sempre riflette
una reale situazione biological

2

C.Losasso

I High sy
W Low Qusty

Match: assegnazione dello score

Mismatch: scelta delia base &
‘assegnazione dello score.

o=

OTU table Normalization

»Le matrici di distanza sono
molto sensibili al numero di
sequence ottenute per
campione.

> Il numero di sequence per
campione non sempre riflette
una reale situazione biological

11
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Valutazione delle relazioni tra microbiota intestinale e dinamica dell'infezione di Campylobacter
in avicoli per promuovere nuove strategie di controllo a livello di produzione primaria

OBIETTIVI
@  Studio della dinamica nel tempo della composizione del microbiota intestinale di polli da
carne
@ Studio delle interazioni tassonomiche e delle associazioni ecologiche nel microbiota
intestinaleselezionati che possono contribuire a favorire lo stabilirsi dell'infezione da
Campylobacter
@  Studio della dinamica dell'infezione da Campylobacter in relazione alla composizione del

microbiota intestinale

C.Losasso

g Dove archiviare?

* Inlocale : back-up ?
per quanto tempo?
condiviso?
chi accede?

« Amazon, Google o specifici research clouds

* Public repositories, such as ENA, NCBI or DDBJ

gy
ENASSS BRI G S
Ewroncan Mudieotide Arclive o - Y s |
- C.Losasso - C.Losasso
=t pr=oy Spostare i datl

Pitfalls

Produzione del dato
Storage

Analisi del dato

* Trasferire 100 Gb di dati NGS file usando internet:
= 'Normal' network band (1 Gigabit/s) ~ 1 settimana*
= High-speed band (10 Gigabit/s) < 1 day* ik ;

| metodi tradizionali potrebbero essere
piu efficaci!

Quali dati archiviare?

Raw sequence data?
« Importante per la metagenomica perche alcuni
campioni sono di difficile riproducibilita
« File pesanti

Risultati dell’analisi?
« Si possono ripetere facilmente, con la medesima
modalita comprese le versioni dei softwares....

Descrizione dei dati — metadata?
» Essenziale: cosa, dove, chi, come e quando
« Altrimenti i dati crudi perdono di interesse

C.Losasso
=y
Laboratorio Biolnformatica
VLAN
Dcekrmaics
== 410 s \‘-\--‘_-_-‘--""—D — Backup
s sl Dati
-
~ i emmm
== NetApp
m»’m:afl!
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Analisi del dato

» Analisi funzionali e tassonomiche effettuate con
tools diversi possono dare risultati differenti

» Lo stesso tool pud dare risultati differenti in
dipendenza dalla versione e dell'algoritmo (e.g.,
HMMER2 vs HMMERS3)

» La stessa versione dello stesso tool pud generare
differenti risultati in dipendenza dal database di

riferimento utilizzato

C.Losasso

==== Da “proof of concept” a “diagnostic
application”

Data management

*Reference data: creare e mantenere un database
centralizzato a cui la rete pu0 attingere;

«Dati sensibili: prevedere una modalita di storage;

*Sequenze: prevedere una modalita di storage comune

C.Losasso

Da “proof of concept” a “diagnostic
application”

pr—ms)

Standard Operating Procedures

«Standardizzazione: selezionare ed assemblare un workflow
da wuna selezione di metodi bioinformatici disponibili,
programmi e configurazioni;

*Ottimizzazione: aumentare [efficienza per una specifica
applicazione;

*Validazione: prova di robustezza e di riproducibilita in uno
uno scenario “real life”;

«Automazione: ridurre le opzioni configurabili e portare tutti gli
step di analisi in un’unica pipeline e ridurre il training
necessario per I'applicazione.

C.Losasso
prrr)

“NextGen sequencing has completely outrun
the ability of good bioinformatics people to
keep up with the data and use it well... We
need a MASSIVE effort in the development of
tools for “normal’ biologists to make better
use of massive sequence databases.”

Jonathan Eisen - JGI Users Meeting — 3/28/09

—s
C.Losasso

=== Da “proof of concept” a “diagnostic
application”
Supporto computazionale

*Software: ottimizzare le pipelines perché diventino user
friendly;

*Hardware: ridurre le necessita di hardware e aumentare la
possibilita di servirsi di risorse on-line, clouds;

—a
C.Losasso
T
Carmen Losasso, Federica Barrucci, Isabella Monne,
Adelaide Milani, Alice Fusaro, Annalisa Salviato, Loris
Lunardi, Giovanni Cattoli, Antonia Ricci

1IJI!ITITT :‘

Biozoom@tic
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Construction of Shotgun Libraries

isolate DNA r— _
@®-——-

(bactenal clone or genonuc)

-'\'eﬂm> e — _
ligate pooar— T — —
shotgun @ — / - — —

“User friendly web interface for processing and analyzing Sequencing Data
Galaxy has also been installed on the Optiplex 990
Allows for application of workflows — enable automated processing and
mapping of data
Can add tools to the galaxy toolbox
Obtain a Galaxy account linked to the hoffman2 cluster for higher processing
— i i u)

sequencing
. GALAXY [
3 ¥ 2
=z
Shotgun Procedure
- ,
S Published wwrswer /e X T
r—r— .
—_— workflows - - — i e Mopping —— e —
= o .
- : tutorials = sequence eady ap N mm—— m—
o i o s . T T Production l 1 Shear iones
[— b e Lt e lene fragments
= A is
el ugalixy.ong e 4 A::eu:\:'\:‘engequenm clone by clone
-~» ikt
o e o = e o Assembly of each clone =
=g - 5. Proofreading
- vy
== — Reconstmction e B

l 6. order overlapping clones

Annotation 7. Definition and analysis of gene models.

Completely annotated
sequence of chromosome

| ®éfidom Shotgun
Sequencing

7 4 / ) 3. Closure Phase

&

|
a.isolate DNA '

!
\
b. fragment DNA
|

v

c.clone DNA
=

[ crosasso

ey

Criteri per valutare una
tecnica di typing

Typeability: la capacita di ottenere un risultato da ogni ceppo
sottoposto ad analisi

Riproducibilita: la capacita della tecnica di produrre lo stesso
risultato se lo stesso ceppo é testato ripetute volte

Potere di discriminazione: la capacita di differenziare tra
ceppi non correlati.

Facile: perché possa essere utilizzato diffusamente e applicato
a un vasto numero di microrganismi, ma anche poco costoso
Di facile interpretazione: produzione di risultati riproducibili e
non ambigui in modo che siano facilmente interpretabili
Portabilita: la tecnica dovrebbe essere stardizzata tra
laboratori e | dati dovrebber poter essere faciimente

confrontabili tra laboratori
84
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_ﬁf@(a‘rﬂples of Computational Solutions

+ Cloud computing tools such as Crossbow is a cloud-
computing software tool that combines the aligner Bowtie and
the SNP caller SOAPsnp.

Executing in parallel using Hadoop, Crossbow analyzes data
comprising 38-fold coverage of the human genome in three
hours using a 320-CPU cluster rented from a cloud computing
service for about $85. Crossbow is available from http:/bowtie-
bio.sourceforge.net/crossbow/ webcite.

* DNAnexus — a cost effective storage and computational
toolset — web based, running on the cloud

» Galaxy — suite of genomic tools developed and hosted by
Penn State. Web based and running on Penn servers with
NHGRI support

C.Losasso

Amplified Single Molecule Sequencing: emulsion PCR

L

o g by g

C.Losass

Some terminology...

* Depth: For any given base, the
number of reads aligned at that
positon

» Coverage: the proportion of
your target genome that is
covered by some mapped
sequence

+ ‘Depth of coverage’:
number of reads * read length /
assembly size

pr==s)

E.g, 20x coverage means each base
has been sequenced an average of 20
times

EeNY

[ “**More terminology...

+ Data volume — the data (in
Gb) that can be obtained
from a flow cell in one run
of the machine.

* Multiple samples can be
loaded into different lanes
within a flow cell

* Run - The sequencing
that you can do with the
machine in one cycle
(turning it on and off once)

| flow cell — 8 lanes

o=t

C.Losasso

ATAVAT A VLA W
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2. Annaling : ONE fragment

{rmecrsa sand) nnnasis i
adnpiersin on i boad
3. Extenacn : 2
s e Korward
atvand statig froen U
vad ward i prirmrsite
. AR

| “RbcHe 454 sequencing reaction

DNA fragments attached to

beads via adapters and a :9
amplified (PCR) prior to Y ¥
sequencing reaction ¢ g
Each bead in single well 3 _3

TONA 0
One of 4 nucleotides added 4 WT i
to well ] &

® Y

Contain flourophore

_.._,,

=
e
e

Multiple nucleotides may be
incorporated in each cycle

Image taken, and strength
of signal reflects numbers
of incorporated nucleotides

C.losasso
S

_@bc A€ 454 sequencing reaction

Fissassnstis

amaidd

gjrrere

0: ‘

Flow cycle is TACG. In this example, two T's are incorporated during the first cycle,
and one C during the third cycle.

C.Losasso

o=t

B, Exturaion | polymeruss ampies ha fonand strand stiring

harting trorm Hh primes Seande e basd

7. Repwal PCR slugs
A 8- fhior 30- 80 cycies.

2V “Roche 454 signal output

Where 2 identical
nucleotides have been
incorporated, the detected
signal is ~twice as strong

With longer homopolymer
stretches, the determination
of the exact number of
identical bases becomes
more error prone.

TTC CTCGAACT

Fluorescent signal

nucleotides.
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| 6 Torrent sequencing reaction

I N i

A . \

pH change

T A C G

TACGTACGTACGTATCG
Puckotides

17



