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Introduccion

La secuenciacién de nueva generacion (NGS,
Next-Generation Sequencing) permite a los cientificos
descodificar el genoma para comprender mejor las
caracteristicas bioldgicas. La quimica de secuenciacion
por sintesis (SBS, Sequencing By Synthesis) probada

de lllumina, combinada con el galardonado analisis
secundario de DRAGEN"™, ofrece datos de secuenciacion
del genoma completo (WGS, Whole-Genome
Sequencing) con una precision excepcional.! Aun asi,
una pequefia fraccion del genoma puede beneficiarse
de longitudes de lectura mas largas para permitir

una resolucion y asignacion mas precisas de estas
regiones complejas. Sin embargo, muchas soluciones de
secuenciacién de lectura larga tienen flujos de trabajo
complejos, elevados requisitos de aporte de ADN y
resultados muy variables.?®

lllumina Complete Long Read optimiza la secuenciacion
de lectura larga y la hace accesible a los cientificos
gendémicos. lllumina Complete Long Prep, Human es

el primer producto que se basa en esta novedosa
quimica de lectura larga. Este ensayo de WGS de alto
rendimiento emplea un flujo de trabajo de NGS estandar
para generar secuencias contiguas de lectura larga en
NovaSeq™ 6000 System y NovaSeq X Series (Figura 1).
El eficiente protocolo de preparacién de librerias en

un solo dia es facil de redimensionar para estudios

de alta productividad y requiere Unicamente 10 ng

de aporte de ADN sin extracciones especializadas,
fraccionamiento o seleccién de tamafio.

Esta nota técnica demuestra el rendimiento excepcional
de lllumina Complete Long Read Prep, Human con una
amplia gama de aportes de ADN, calidad del ADN y tipos
de muestras para una WGS completa y de alta precision
para el andlisis de variantes germinales.

Preparacion

Extraccion

Extraccion de ADN
sin protocolos especializados,
sin fraccionamiento
y sin necesidad
de seleccion de tamafio

Preparacion de librerias
en un solo dia, con tan solo
50 ng de aporte de ADNa,
usando equipos de
laboratorio estandar

Métodos

La muestra de control HGO02/NA24385 se obtuvo
del consorcio Genome in a Bottle (GIAB) como ADN
genomico (ADNg) purificado. Por otra parte, se
obtuvieron muestras de sangre y saliva y se extrajo
ADNGg utilizando kits comerciales con extraccion
de peso molecular normal o elevado, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Preparacion de librerias

Las librerias con «marcas de referencia» se prepararon
a partir de diversas cantidades de aporte de ADNg
mediante lllumina Complete Long Read Prep, Human
(lumina, n.° de catalogo 20089108). En pocas palabras,
los fragmentos largos de ADN de molécula Unica se
marcan enzimaticamente con patrones Unicos (marcas
de referencia). Las librerias sin marcar, utilizadas
durante el analisis para producir lecturas largas
contiguas que representaban el fragmento de molécula
unica original, se prepararon con lllumina DNA PCR-Free
Prep, Tagmentation (lllumina, n.° de catdlogo 20041794).

Secuenciacion

Las librerias con marcas de referencia y sin marcas se
secuenciaron en experimentos separados en NovaSeq
6000 System con una longitud de lectura de 2 x 150 pb.

Andlisis de datos

El ensamblaje y la representacion de las lecturas
marcadas como referencia se llevaron a cabo con

la aplicacion lllumina Complete Long Read WGS en
BaseSpace™ Sequence Hub. Se utilizé Interactive
Genomics Viewer (IGV) para el andlisis y la visualizacion
de datos.

Secuenciacion Analisis

0 T

Andlisis con la aplicacion lllumina
Complete Long Read WGS
en BaseSpace Sequence Hub

Secuenciacion de librerias
preparadas en
NovaSeq 6000 System
o NovaSeq X Series

Figura 1: Flujo de trabajo de lllumina Complete Long Read Prep, Human. lllumina Complete Long Read Prep, Human ofrece un flujo
de trabajo optimizado que consta de cuatro pasos: extraccién de ADN, preparacién de librerias, secuenciacién y andlisis de datos.

a. Aunque son posibles aportes de hasta 10 ng, lllumina recomienda 50 ng de aporte de ADN
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Datos de alta calidad en
regiones complejas

lllumina Complete Long Read Prep, Human proporciona
cobertura en regiones en las que las lecturas cortas

no se pueden asignar sin ambigledades. Esto permite

la secuenciacion contigua de genes y pseudogenes
asociados a enfermedades con problemas de asignacién
conocidos cuando solo se emplean lecturas cortas, entre
los que se incluyen STRC, (Figura 2A), SEMGT (Figura 2B)
y SULTIAT (Figura 2C).
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Figura 2: La cobertura completa permite una deteccion
precisa de diversos tipos de variantes en regiones complejas.
[llumina Complete Long Read Prep, Human posibilita la
secuenciacion precisa de genes asociados a enfermedades
en regiones gendmicas complejas, entre las que se incluyen
(A) STRC, (B) SEMGTy (C) SULTIAT.
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Ademas, lllumina Complete Long Read Prep, Human
proporciona bloques de fase significativamente mas
grandes que el tamafio tipico del gen. Esto permite
una cobertura uniforme en todo el locus del antigeno
leucocitario humano (HLA, Human Leukocyte Antigen),
una region densamente polimérfica con altos niveles de
homologia de secuencias, pseudogenes, variabilidad y
numerosos alelos. lllumina Complete Long Read Prep,
Human proporciona una cobertura uniforme en toda

la regién del HLA y facilita la fase de hebra retrasada
gendmica para visualizar claramente y distinguir los
alelos entre los cromosomas maternos y paternos,
aunque sean dificiles de secuenciar con precision
(Figura 3).

lllumina Complete Long Read Prep, Human
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Figura 3: La cobertura uniforme permite una clara fase de hebra
retrasada de haplotipo. lllumina Complete Long Read Prep,
Human proporciona una cobertura completa en la region del
HLA y posibilita una fase de hebra retrasada clara y precisa

de los alelos en la regién del HLA.

Para una evaluacion mas completa de la precision de
las llamadas de variantes, se compard lllumina Long
Read Prep, Human con una plataforma de lectura

larga de terceros y las lecturas cortas de Illlumina en
PrecisionFDA Truth Challenge V2. Patrocinado por
PrecisionFDA, GIAB y el National Institute of Standards
and Technology (NIST), este desafio se lanzé para
evaluar el rendimiento del proceso de llamada de
variantes pequefias en un marco comun de referencia,
centrandose en las regiones «dificiles de asignar».
Con este conjunto de datos, Illumina Complete Long
Read Prep, Human demuestra una precision excepcional
y supera a la plataforma alternativa de lectura larga
con una puntuacion F1del 99,87 % (Figura 4).
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Figura 4: Un nuevo estandar de precision. lllumina Complete
Long Read Prep, Human ofrece una precision sin precedentes
para la llamada de variantes, medida por la puntuacion F1 (%),
que refleja la precision y la recuperacion para la WGS.

Rendimiento sdlido en todas las
cantidades de aporte de ADN

El rendimiento de lllumina Complete Long Read Prep,
Human se evalud con una serie de cantidades de
aporte de ADN. Las librerias se prepararon a partir

de 10, 25, 100, 600 y 1200 ng de ADN por triplicado.
Los resultados de secuenciacion demostraron que

las librerias preparadas a partir de tan solo 5 ng de
aporte mostraban criterios de medicion de alta calidad,
incluidos N50 y el bloque de fase de hebra retrasada
N50 (Figura 5). Aungue lllumina recomienda un aporte
de ADN de 50 ng, se pueden utilizar aportes mas bajos.

Compatibilidad con diversas
calidades del ADN

A fin de simular el ADN dafiado, el ADNg de alta calidad
se sometiod a fraccionamiento con un dispositivo de
ultrasonidos Covaris durante uno o tres segundos.

La calidad del ADN se evalu6 con un Fragment Analyzer
(Figura 6). Las librerias se prepararon con un aporte de
ADNg fraccionado e Illumina Complete Long Read Prep,
Human. Los resultados de secuenciacion mostraron
que el ADN fraccionado durante un segundo generaba
datos de alta calidad y permitia una llamada de variantes
precisa (Figura 7). Ademas, el aporte de ADNg sometido
a ciclos de congelacion y descongelaciéon cada vez
mayores produjo datos de alta calidad (Figura 8).
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Figura 5: Rendimiento de alta calidad en una amplia gama de
aportes de ADN. lllumina Complete Long Read Prep, Human
produce librerias de alta calidad preparadas a partir de aportes
de ADN de 5 ng a 1200 ng (por triplicado) que generan una
calidad de datos similar para N50 y el bloque de fase de hebra
retrasada N50. N50 se define como la longitud de secuencia
del céntigo mas corto al 50 % de la longitud total del conjunto;
también puede usarse como una medida de los bloques de fase
de hebra retrasada.
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Figura 6: Calidad del ADN fraccionado. El andlisis del ADN en
un Fragment Analyzer muestra una calidad reducida con un
mayor tiempo de fraccionamiento. Las muestras de ADN se
sometieron a fraccionamiento en el dispositivo Covaris durante
10 3 segundos y la calidad se midi6é con un Fragment Analyzer.
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Figura 7: Criterios de medicion de secuenciacién de ADN
fragmentado. Se utilizé ADN fraccionado durante 1y 3 segundos
como aporte para lllumina Complete Long Read Prep, Human.
Las librerias resultantes generaron datos de secuenciacion

de lectura larga de alta calidad, medidos por N50 y el bloque

de fase de hebra retrasada N50.
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Figura 8: Criterios de medicion de secuenciacién de ADN
congelado-descongelado. Se utilizd ADN sometidoa 1, 3,

5y 10 ciclos de congelacién-descongelacion como aporte
para lllumina Complete Long Read Prep, Human. Las librerias
resultantes generaron datos de secuenciacion de lectura larga
de alta calidad, medidos por N50 y el bloque de fase de hebra
retrasada N50.
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Soporte flexible para varios tipos
de muestras

lllumina Complete Long Read Prep, Human es compatible
con varios tipos de muestras, como sangre y saliva.

Tras la extraccion con kits de peso molecular estandar

o elevado (HMW, High Molecular Weight), se evalu¢ la
calidad del ADN con un Fragment Analyzer (Figura 9).
Los resultados de secuenciaciéon mostraron que el ADN
de la sangre y la saliva generaba datos de alta calidad
(Figura 10). Cabe destacar que no hubo diferencias de
rendimiento entre el ADN extraido con un kit estandar

y un kit para HMW (Figura 10).
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Figura 9: Calidad del ADN de sangre y saliva. El ADN extraido de
sangre (HMW, mini) o saliva se analiz6 en un Fragment Analyzer.
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Figura 10: Rendimiento de alta calidad con diferentes tipos

de muestras. Las librerias de Illlumina Long Read Prep, Human
generadas a partir de sangre (HMW, mini) y saliva proporcionan
datos de alta calidad, medida mediante N50 y el bloque de fase
de hebra retrasada N50.

M-GL-01421ESP v1.0 | 5



ILLUMINA COMPLETE LONG READ PREP, HUMAN

Resumen

La quimica de secuenciacion de lectura larga
proporciona informacién adicional para las regiones

del genoma que son dificiles de resolver con la NGS

de lectura corta. lllumina Complete Long Read hace

que la secuenciacién de lectura larga sea accesible

y optimizada para los cientificos genémicos. lllumina
Complete Long Read Prep, Human, el primer producto
basado en esta nueva quimica, ofrece un flujo de trabajo
familiar y optimizado, y sinergia con la quimica probada
de SBS de lllumina y el andlisis de DRAGEN. Esta quimica
bastante innovadora permite realizar la secuenciacion
de lectura corta y larga en un unico instrumento,

lo que hace que la NGS de lectura larga sea accesible
para los laboratorios de gendmica. lllumina Complete
Long Read Prep, Human demuestra un rendimiento
sélido con ADN de diferentes cantidades y calidades

de diferentes fuentes de muestras. El resultado es

una solucion de WGS humana muy flexible y precisa.
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Informacion adicional

lllumina Complete Long Read Prep, Human
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