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1977, Secuenciacion Sanger (Frederick Sanger)

Reagents @ Primer annealing and chain extension @ ddNTP binding and chain termination PCR por terminacio’n de cadena
i Lo —— ' o U ; « Adicién de dNTPs + ddNTPs
dg= dgp ddg ddg G’_ & o T ‘ * Didesoxinucle6tidos (ddNTPs), sin grupo 3'-OH
i L UL LLLLL] .« 7
e e M «““: /1 » [— por lo que no forman el enlace fosfodiéster
@ ey T 75, — e Terminacion aleatoria
luorescently labelled sample Capillary gel electrophoresis and equence analysis and reconstruction . 7 ~ .
() Prmpnty Kk ey mad i o e e e Separacién por tamaiios en gel de electroforesis
SRRRRERRRRRRRRRRRRRRRRRRRE G . Ly o~
DNA Sample " * Los oligonucledtidos se separan por tamafos a
T [N ., /oy
' / \Y i/\ MJ resolucion de un solo nucledtido.
‘: '1 Nucleotide 10
1 LI 4 L3
rrTrT® R Deteccion de fluorescencia
PN - + * Cada ddNTP contiene un fluorocromo especifico

y se mide la fluorescencia en cada banda

determinando la identidad del ultimo nucleétido
*Originalmente se realizaba una reaccion individual por de la secuencia

cada ddNTP, y cada experimento se migraba en una carrera del
gel, no siendo necesaria la deteccion de los fluorocromos.



1990, Inicio proyecto secuenciacion genoma humano

Objetivos iniciales:

* Iniciativa de 15 anos

* Experiencia con organismos modelos mas pequeinos

* Estrategia: Primero organizar el ADN y luego secuenciar

* Esperar a una tecnologia revolucionaria antes de empezar con el genoma humano
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Principales retos en la secuenciacion del genoma humano

~ 3.000.000.000 de nucledtidos que secuenciar y organizar en
cromosomas

La secuenciacion Sanger podia leer ~500-800 bases por lectura
Se necesitaba una cobertura de 30x (nimero de veces que se
secuencia cada base) para obtener una buena fiabilidad

~50% del genoma humano se compone de elementos repetidos,
una buena parte son remanentes de retrotransposones

6 paises, 20 centros de investigacion y mas de 1000 cientificos
(divide y venceras)

Comunicacion deficitaria (no internet moderno)

Opiniones encontradas entre la comunidad cientifica

No existia un plan detallado de ejecucion del proyecto

Potencia computacional sin precedentes para abordar el analisis
de los datos secuenciados

Secuencia consenso, écudl es el genoma "normal"?

éPropiedad del genoma humano? (Principios de las Bermudas)
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When the Human Genome Project began, there was
not a widely functional internet. | was barely using e-

mail! The first sequences generated from human
chromosome 7 were handwritten and faxed to me so
that | could develop markers for building a physical
map of human chromosome 7.

i WANTED @i
20 Volunteers
to participate in the
Human Genome Project
a very large international scientific research effort.

The goal is to decode the human hereditary information (Auman Hlueprini) that deters

mines all individual vaits (nhented from parents. The outcome of the project will

have remendous impact on future progress of medical science and lead to improved
i and of h itary diseases.

will receive infc ion about the project from the Climical Genetics
Service at Roswell Park. and sign a consent form before participating

No will be maintained or 5
Volunteers will provide a one-time doration of a small blood specimen. A small
monetary reimbursement will be provided to the participants for their ame and effort.

Individuals must be at least 18 years of age
Persons who have undergone chemotherapy are not eligibie
Fon more informatin please conwact the
Service

845-5720 (9:00 am - 3:00 pm)
March 24 - 26. 1997




La carrera hacia la secuenciacion del genoma humano

Consorcio Internacional (Dr. Francis Collins)
‘Clone-by-Clone Shotgun Sequencing’

Constnuct |3
clone map
and select
mappexd
clones

Generate
several

thousand
sequence -
reads per ==
clone

Assembik:

Una carrera "poco justa"”, Celera tenia acceso a los resultados del proyecto internacional pero no al revés

VS

Celera Genomics (Dr. Craig Venter)
‘Whole-Genome Shotgun Sequencing’

Generate tens of millions
of sequence reads




Febrero 2001, publicaciones de las primeras secuenciaciones del genoma humano

Consorcio Internacional

15 February 2001

nature

Celera no consiguié ensamblar el
genoma humano al completoy
tuvo que recurrir a los datos
publicos para publicar la primera
version

El consorcio realizé un gran
esfuerzo para mejorar la calidad
de secuenciacion y dar una
version final de alta calidad

Se frustro el plan inicial de Celera
de cobrar una suscripcidn por
acceso al genoma humano

Celera Genomics

Vol 251 No. 5507
Pages 1145-1434 $9

Science
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2003, el primer ensamblado del genoma humano

Generale tens of milions
of saquenca reads
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13 anos
~92% del genoma humano
~ 1.000.000.000 de inversion
Despejod las dudas de la comunidad cientifica
Inicio la gendmica moderna



2005, primer secuenciador masivo del mercado Roche/454

, . .. .., ) Iflumina SOLiD
Caracteristicas principales de la secuenciacién masiva:
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2008, inicio proyecto 1000 genomas
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e 2506 individuos secuenciados de 26 poblaciones en 2015
88 millones de variantes: 84.7 millones de SNPs, 2.6 millones de
Dunsm insercions/deleciones cortas y 60,000 variantes estructurales
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2011, primer secuenciador de tercera generacion sistema PacBIO

Caracteristicas principales de la tercera generacion:
* Evita el proceso de amplificacion

* Menos costosa

 Mas rapida

» (Capaz de secuenciar zonas repetidas

* Lecturas largas

PacBio sequencing ONT sequencing

Secuenciacion a tiempo real de una unica molécula de ADN (SMRT): PacBio ; ‘_é'ooc 10% L
ADN circularizado T\ (o g
Chip de silicio (celda SMRT) S ; - =
Se introducen dNTPs marcados cada uno con un fluorocromo = FOROTOT .

- /‘:” T oteieg
Secuenciacion a través de nanoporo: Oxford, MinlON - Prometh|ON — 9 /.._’__/'T AL©
Molecula pasa a través de un nanoporo mediante una proteina motora il -
Variacion en la corriente idnica diferente segun el nucléotido aw —=——xc> Ml"‘

El MinION se conecta al puerto USB3.0 de un ordenador R PR l

read ACGTTAAGCTAATTCGACTCCCATGGDATAG



First generation

Second generation

Third generation

Fundamental Size-separation of specifically end-labeled Wash-and-scan 5B5 Single molecule real time
technology DMNA fragments sequencing
Resolution Averaged across many copies of the DNA Averaged across many copies of the DNA Single DNA molecule

molecule

miolecule

Current raw read High High Lower

accuracy

Current read length  Moderate Short (generally much shorter than Sanger > 1000 bp
{800-1000 bp) sequencing)

Current throughput Low High High

Current cost High cost per base, Low cost per base, Low cost per base,

Low cost per run High cost per run High cost per run
RNA-sequencing cDNA sequencing cDNA sequencing Direct RNA sequencing
method
Time to result Hours Days < 1 day
Sample preparation Moderately complex, PCR amplification is not  Complex, PCR amplification is required Various

required
Data analysis Routine Complex Complex

(due to large data volumes & short reads)

Primary results Base calls with quality values Base calls with quality values Base calls with quality values

Adapted from Schadt, et al. Hum Mol Genet 2010'?
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Genomic mutation

Transcriptional change

PolyAmRHA
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Epigenetic modification

Fragmentation® Adaptor ligation High-throughput sequencing Quality Control
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A1l. Identificacion de variantes del ADN
A2. Generacion referencias de genomas
no anotados

B1. Cuantificacion de expresion génica
B2. Generacion referencias de
transcriptomas no anotados

C. Cuantificacion e identificacion de RNAs
cortos no codificantes

D1. Identificacién de modificaciones de
histonas y sitios activos de unién de
factores de transcripcion

D2. Cuantificacion de modificaciones del
ADN (por ejemplo, metilacion)



Paired-End Sequencing Mate Pair Sequencing

(Short-insert paired-end reads)
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2022, el "verdadero" primer ensamblado completo del genoma humano
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COMPLETING THE HUMAN GENOME

Researchers have been filling in incompletely sequenced parts of the
human reference genome for 20 years, and have now almost finished it,
with 3.05 billion DNA base pairs.
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0.3% of sequence might still have errors. Includes X but
not Y chromosome. Count excludes mitochondrial DNA.

2023, secuenciacion completa del cromosoma Y



2023, hacia el 'pangenoma’ humano

Collect Sequence Assemble
Maximize genomic and biogecgraphical dversity Close persistent assembly gaps with long-range technalogies Faciitate variant dscovery with
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Referencia actual: 20 individuos y 70% de la secuencia de uno solo
Objetivo: ~350 individuos (700 haplotipos de altisima calidad) que
refleje la diversidad de las 26 poblaciones incluidas en el proyecto

1000 genomas

Theinternational journal of science /11 May 2023

HUMAN
PANGENOME

Data from 47 individuals combineto create
reference resource that reflects human diversity
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