Introducao a Analise de Dados Gendmicos
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Parte |

O que sao “dados gendmicos” e como sao gerados

AGCCTTTAGCAATAAGTC
CAG GCCTTTAGCA
ATAAGTCCAG AGCC
M ﬂ M N TTTAGCAATAAGTCCAGTT

GATAAATCTTATTTCC




E se 0s nossos craques quisessem sequenciar seus genomas?

Genoma humano tem 6 bi de pares de base
Anos 2000 ~2015 ao presente




The Cost Collapse of Sequencing

Cost per human genome, 2003-present

Cost per human genome (USD, log scale)
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Nenhuma* outra tecnologia avancou tanto em tao pouco tempo

Evolugcao daresolucao angular Quantidade de bases
sequenciadas por 1dolar

50,000x
Improvement

Hubble in 10 years

Mt. Palomar 0.05 arcsec

‘ Galileo 1 arcsec .
Human eye 3 arcsec
60 arcsec

’ 1200x 'f

fimprovement

Bases sequenced

v
v
v
o
—
.m.

400 vear
Ini400lyears 1970 1980 1990 2000 2010

Year

© 2024 Howard Hughes Medical Institute.



Mas como? A evolugao do sequenciamento

ed T
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seguenciamento
' 1977

12 geracao de

20(35 @ |

22 geracao de
GATAAATCTTATTTCC .
1986 seguenciamento

2011
32 geracao de
seguenciamento

1990
Human Genome Project



A "era Omics” é agora
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 WGS

Gendémica — Exoma
RADseq e variacoes

~——
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Metilacao
Epigendbmica — Cromatina(ATAC-seq)
NGS - Proteina-DNA (Chip-Seq)

~——

* Sequenciamento
single-cell

—

Microbioma

eDNA




GENOMICS TRANSCRIPTOMICS PROTEOMICS PTM (Post-Translational Modification) OMICS METABOLOMICS
= Nucleic acid - RNA/DNA = Transcripts - mRNA = Proteins - Peptides/Proteins = E.g. Carbohydrates - Glycans = Small molecule metabolites, e.g. lipids
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Entender como os dados génomicos sao gerados é crucial
para o planejamento de projetos e analise de dados.




Fluxo da aula

1. O contexto historico do sequenciamento de DNA;

2. Atransicao de tecnologias de baixa escala para
segquenciamento paralelo massivo;

3. Como diferentes plataformas de sequenciamento funcionam;

4. Pros e contras de cada tecnologia e seu uso para asdiferentes
perguntas bioldgicas.



Primeira gera¢cao - Sanger sequencing
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Primeira gerac¢ao - Sanger sequencing

/\ 1R

GATAAATCTTATTTCC

DNA Polymerase 4
Template
“Fingers”

Sanger usa uma propriedade

} ------ basica das polimerases de DNA
BN A necessidade de um grupo
hidroxil (-OH) na ponta 3’ do DNA
N S —
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Link para video aqui



https://youtu.be/ONGdehkB8jU?t=52
https://youtu.be/ONGdehkB8jU?t=52
https://youtu.be/ONGdehkB8jU?t=52
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ddATP
GGTGAAAGAGGCCATAT TAGC TAGGCTGAA
aT®

aGTG
GGTGAAAGAGGCCAT @
GGTGAAAGAGGCCATA®

GGTGA®

GGTGAA®
GGTGAAA®
GGTGAAAG
GGTGAAAGA®
GGTGAAAGAG
GGTGAAAGAGG
GGTGAAAGAGGC®
GGTGAAAGAGGCC®
GGTGAAAGAGGCCA®



Projeto Genoma humano foi um projeto baseado em Sanger

Hilanisr Sislefuisines feriel oy Sciniefsr Ssejuisnidinie)

ABI 370A C —

/ N CXUSTYHUCLIGE

Maximo de 384 amostras
~700 pb confiaveis por fragmento
No max 1gb por dia

Para sequenciar um genoma humano inteiro
(6bi de pares de base a 7x) com Sanger em
apenas uma maquina, levaria
aproximadamente 100 anos.

Nature 526, 29-31



Sanger - Eficiente porém custoso

Sanger ainda é o gold standard para poucos genes, porém:

O TTET Sse|usnes 1=r1e) 0y Sciniefslr ssejusinidinie)
/ NEXHSECUELIGE

/ NEXUSEYUELIGE

GATAAATCTTATTTCC New oine: TN

- Limite maximo de ~1000 pb
- Alta precisao, mas alto custo por par de base.
- Umaregido por amostra. 300 amostras = 300 PCRs para a mesma regiao.




lih, mas meu projeto involve muitos genes e amostras...




Next-Generation Sequencing é a grande virada de chave

Sqnaer Seqqencins NGS
One Strand Billions of Strands

ML

GGTGAAAGAGGCCATA

GGTGAAAGAGGCCATAT TAGC TAGGCTGAA
wT®

aGTG

GGTGA®

GGTGAA®

GGTGAAA® |
GGTGAARG ™

GGTGAAAGA® ﬁ
GGTGAAAGAG"

GGTGAAAGAGG
GGTGAAAGAGGC®
GGTGAAAGAGGCC®
GGTGAAAGAGGCCA®
GGTGAAAGAGGCCAT @
GGTGAAAGAGGCCATA®

» A grande sacada do NGS ¢ a paralelizacao em massa.

» As tecnologias de segunda geracao sequenciam milhoes ou bilhoes de
fragmentos simultaneamente.




Illumina sequencers Novaseq
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Passos do sequenciamento com lllumina

Flow Cell v

3.
Sequenciamento
via sintese

1. Preparacao 2. Amplificacao
da biblioteca local




1. Preparacao da biblioteca - Passos gerais

YYYIYIYVY
YIIIIIYYY
YIIIYIIYVYY
YIVYIYIVYIYVY
YYIYIYIIYVY
YIVYYIVYYVY
YIIYIYIIYVY
YYYVYIY
YIIIIIYVYY
YIIIYIIYIYY
YYIYVIVIYY
YIIIIIIYY

Passos e Objetivos

DUUDIERIE 1, Digestao enzimatica ou sonificacao para fragmentacao do DNA.

Pstl-HF + Msel

2. Ligacao dos adaptadores lllumina para sequenciamento.

A 3, PCR para aumentar as réplicas de fragmentos e ligagao dos index com
barcode.
EQUIMOLAR POOL

combine normalized libraries

4. Quantificacao, equimolaridade e combinagcdo em um tubo (multiplex).

5'“5“‘3‘()"_'3:2:"'““"" 5. Selecdo de tamanho de fragmentos e limpeza.

LIBRARY QC 6. Qualidade, concentracao e distribuicao de leituras.

Qubit / TapeStation

ILLUMINA SEQUENCING
final ddRAD library

7. Envio para o sequenciamento e pode rezar!



Passos especialmente relevantes para a bioinformatica

1. Fragmentagao do DNA g
I
2. Ligacdo de adaptadores LAY/ — VAV —
WWAATTC—CTT WAVAVAGCC—ITTA
3. PCR para indexacao
dos barcodes e aumento  VWVAWATTC—CTT WWAWVAGCC—TTA

do numero de leituras WVNVNVATTC—ICTT VAV AGCC—ITTA



2. Amplificacao local (de onde suas leituras vém)




Link para video aqui



https://www.youtube.com/watch?v=mI0Fo9kaWqo&t=539s
https://www.youtube.com/watch?v=mI0Fo9kaWqo&t=539s
https://www.youtube.com/watch?v=mI0Fo9kaWqo&t=539s

3. Sequenciamento via sintese (como as reads sdo sequenciadas)

Deep Sequencing

§ Primer » —b"b Reversible dye
terminators

E : E

Flow cell channel

Add primers, DNA polymerase, and
four reversible dye terminators

Link aqui

© 2024 Howard Hughes Medical Institute.



https://media.hhmi.org/biointeractive/click/Sequence_Assembly/06.html
https://media.hhmi.org/biointeractive/click/Sequence_Assembly/06.html

Single end vs Paired end (single esta em extin¢ao)

Single end

P2 adapter

\/ Barcoded RAD end Sheared end
Paired end Single end sequencing / \ Paired end sequencing

l Single end assemblies l Paired end assemblies

- A ({1 —

~100 bp contigs =100 bp + ~400 bp contigs
Floragenex website




Sequenciamento de terceira geracao - Leituralonga

NANOPORE PacBi@

sequence adapter

prepared
DNA sample
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Sequenciamento de terceira geracao - Leituralonga

As tecnologias de terceira geracao vieram para
preencher algumas limitacoes das tecnologias de
leitura curta. Com elas:

1. Sequenciar regidoes maiores ou dificeis de alinhar.

2. ldentificar variacoes estruturais com mais
precisao.

3. Dividir os cromossomos por haplétipo. ,;7 P
oo " e Hlifl el

4. Porém, ainda sao custosos e taxa erro alta(pior no
Nanopore, mas melhorando!)

ACTGCT..



NANOPORE PacBi@®

b -120mv +DNA — 50 pA

Epifluorescence detection Time ——p

Lavan et al.(2002) Nat Rev Drug Disc, 77-84



Oxford

Sanger lllumina PacBio
Nanopore
Geracgao 1 22 32 32
Y L . Sequenciamento por Molécula unicaem Corrente elétricaem
Principio Terminagao de cadeia ,
sintese tempo real nanoporo
Tipo de leitura Média/longa Curta Longa Longa/ultralonga
Rendimento por
sequenciament Baixo Muito alto Alto Alto, variavel
(o)
- . . Alta/muito alta com Média mas
Precisao Muito alta Muito alta consenso melhorando
Custo por base Alto Baixo Médio/alto Médio, variavel

Muitos dados

Principal Gold-standard para . Genomas, SVs, Portabilidade, tempo
t regioes especificas FREIVEIMERES ) s haplotipos real, reads ultralongos

vantagem g p e precisos plotip / g

Principal DNA de alta Perfil de erro/DNA de

limitagao

Baixo rendimento

Reads curtos

qualidade/custo

alta qualidade/custo




Algumas limitagoes praticas no Brasil

Orcamento aproximado ddRAD em 2024

Preparacao da library, Trabalho do técnico na Custo do
controle de qualidade library sequencimanento
($4000) ($3000) ($2000)
Custo para192
amostras \ y J

Esse custo pode ser SUBSTANCIALMENTE menor
se for feito no laboratorio, porém...

Além de outras limitagoes,
claro:
Poucos sequenciadores
disponiveis
Reagentes
Dificuldade de licencae
envios




A escolha da tecnologia ja é uma decisdo cientifica

A escolha do sequenciamento ja afeta:

« As regioes que serao bem representadas;

* Os tipos de variantes detectaveis;
* O custo;

* O numero de amostras;

* A complexidade da analise;

» Mais importante: as perguntas a serem
respondidas.

Fraction of genome

Sanger Whole genome
sequencing re-sequencing
L RADtag (Baird 2008 o
ddRAD “
Phylogeny Population QTL Pedigree Association Population

Mapping Genomic Scans

Structure Mapping Mapping
.O o0 O
€ o o B 5
® ®
] ..;"% .:.

Divergence limited Recombination limited Linkage Diseq. limited

Peterson et al. 2012



Alguns parametros importantes a se considerar (1)

A ampla variacao do tamanho/complexidade dos genomas vai interferir
na quantidade de dados para a sua pergunta

Drosophila

Species T2 phage Escherichia coli melanogaster Homo sapiens  Paris japonica
Genome Size 170,000 bp 4.6 million bp 130 million bp 3.2 billion bp 150 billion bp
(. 3
Common Name /& % x
Virus Bacteria Fruit fly Hu-m-an Canopy Plant

Fonte



mailto:https://old-ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-3-genetics/32-chromosomes/genome-size.html

Alguns parametros importantes a se considerar (2)

Abrangéncia Genoma de

de cobertura Reference Genome referéncia
Tenho um bom
Quantoeu
consigo cobrir do genoma de

referéncia?
genoma?

AACALLCC

TAGGCTGAATTTT
TAGGCTGAATT

GGTGAAAGAGGC
CTAGGCTGAATTTT
TAGGCTGAATTT

Cobertura média
Quantas reads em
média suportam as

minhas conclusoes?

Missing data
Como a quantidade de
dados faltantes afetam
as minhas conclusoes?




Relacao Objetivo x Custo x Qualidade x Quantidade

Objetivo Qualidade Quantidade Custo

Qual o melhor Qual a qualidade De quantas Quanto custaria
modo de responder dos dados amostras preciso essa brincadeira?
melhor a minha necessaria? pararespondera Como usar melhor
pergunta? ' minha pergunta? 0S recursos

disponiveis?



Show! Tenho meus

dados NGS, e agora?

A esse ponto temos alguns problemas:

1. Nossos adaptadores estao ligados aos

reads.

As leituras estao todas juntas. Qual read
é de qual amostra?

Posso confiar no meu sequenciamento?
Como acessar a qualidade?

Como fazer sentido biologico desses
gigabytes de letrinhas?

[ ] | B
@Y103_0 HISEQ,30 1 HNWGKBCXX;2:1101,6397;2187 1:N:0:CCAGTT griy AAAAAAAAAAAA new_b AAAAAAAAAAA be_diffs=D
TAOCGTAGGGTGOGAGOGTTGTCOGGAATTACTGGGOGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTOGTCTGTGAAATCCOGCAGCTCAACTGOGGGCTTGCAGGCGATACGE
GCAAACTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGOGGTGAAATGOGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGOGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGC
TGAGGAGCGAAAGOGTGGGTAGOGAACAGG

+
T H I HI G I H T T O G T T
T

@Y103_1 HISEQ:301;HNWGKBCXX: 6, 1:N:0:CCAGTT garig, AAAAAAAAAAAA new_be=AAAAAAAAAAAA be_diffs=0
TACGTAGGGGGCAAGCGTTATCOGGATTT/ -\(_‘PGGGT(; AAAGGCGAGCGTAGACGGCAAGGCAAGTCTGATGTGAAAACCCAGGGCTTAACCCTGGGACTGCATTGGAAACT
GTCTGGCTCGAGTGCOGGAGAGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGOGGTGAAATGOGTAGATATTAGGAAGAACACCAGTGGOGA AGGOGGCTTACTGGACGGTAACTGACG
’T']‘u AGGCTCGAAAGOGTGGGGAGCAAACAGG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIHHHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GKBCXX:2:1101:18481:2208 1:N:0:CCAGTT arig, he=AAAAAAAAAAAA new_be=AAAASAAAAAAAN be_diffs=0

T! -\L(JT \GGGTGOGAGOGTTGTOOGGAATTACTGGGOGTAAAGAGCTC GTAGGCGGTTTGTCGCGTCOTCTGTGAAATCCOGCAGCTCAACTGOGGGCTTGCAGGCGATACGS
GCAGACTOGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTY AATGOGCAGATATCAGGAGGAACACOGOTGCOGAAGGOGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGE
TGAGGAGCGAAAGOGTGGGTAGOGAACAGG
*

| T T H I T HH I G H G H T H T T T HHTH T T T HT T HIT T
IHIII TG I IIIIIIIIGI
@Y103_3 HISEQ; 301 HNWGKBCXX. £ 1:N:0:CCAGTT grig_be=AAAAAAAAAAAAM new_b: AAAAAAAAAAA be_diffs=D
TACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGOGTAAAGOGCACGTAGGCGOATTGGTCAGTTAGAGGTGAAATCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGCCTTTAATACTG
OCAGTCTOGAGTOCGGAAGAGGTGAGTGGAACTCCTAGTGTAGAGGTGGAATTOOTAGATATTAGGAAGAACACCAGTGGOGAAGGCGGCTCACTGGTOCGGTACTGACGE
TGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
"
TTHIT G G H T O O  H R H O O O O O H T
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

4 HISEQ: 301 HNWGKBCXX; 438 1:N:D:CCAGTT grig_be=AAAAAAAAAAAA new_be=AAAAAAAAAAAA be_diffs=)

TACGAAGGGTGCAAGCGTTAATOGG! M\T‘l‘ ACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGOCCOGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACT
GGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTCGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGOGAAGGCGACCACCTGGGCTAATACTGACA
CTGAGGTGOGAAAGCGTGGGCAGCAAACAGG
*
I H T H I T HH I R T
OOTHOI I
@Y103_5 HISEQ,30 1 HNWGKBCXX;2:1101;5325;2570 1:N:0:CCAGTT grig_be=AAAAAAAAAAAA new_be=AAAAAAAAAAAA be_diffs=0
TAOCGTAGGGTGOGAGOGTTGTCOGGAATTACTGGGOGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTOGTCTGTGAAATCCOGCAGCTCAACTGOGGGCTTGCAGGCGATACGE
GCAAACTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGOGGTGAAATGOGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGOGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGC
TGAGGAGCGAAAGOGTGGGTAGOGAACAGG

+
TTHI CEH TG EH T H O H TH O T T
O T TTTTHITIT

@Y103_6 HISEQ:301:HNWGKBCIX:2:1101:17617:2520, 1:N:0:CCAGTT garig, AAAAMAAAAAAA new be=AAAAMAAAAAAN be_diffs=0
TACGAAGGGTGCAAGCGTTAATOGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTOGTTAAGTTGGATGTGAAAGOCCOGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACT
GGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGOGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACA
CTGAGGTGOGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG

+
I T
OO HTH I

@Y103_7 HISEQ 301 HNWGKRBCXX:2:1101:1954/

TACGTAGGGTGOGAGOGTTGTCOGGAATTACTGGGOGTAAAGAGETCGT AGGCGGTTTGTCGORTOGTCTGTGAAATCOOGCAGCTCAACTGOGGGCTTGCAGGCGATACGG:
GCAAACTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGOTETAGOGGTGAAATCOGCAGATATCAGGAGGAACACCGETGCOGAAGGOGGGTCTCTCGGGCAGTAACTGACGE
TGAGGAGCGAAAGOGTGGGTAGOGAACAGG

*




Parte Il - Bioinformatica
A traducao da genomica para a biologia (George)

AGCCTTTAGCAATAAGTC
CAGTTAAAGCCTTTAGCA
ATAAGTCCAGTTAAAGCC
TTTAGCAATAAGTCCAGTT
AAAAATAAGTCCAGTTGC

@Y103_0 HISEQ30) HNNGKBCXX 2101:6391 0 s b5 AAMMAAAAANAA new_be-AAAAAAAAAANA be_diff
TACOTAGOGTGOAGCUITGTCCUGATTACTOOGCGTAG AT A e o u,mu“—uw,mn. AGGCGATACGG
Gea ACTOCAGOGGACACTOGANTTCCTOOTOTAGCGTGAAATOQOCAGATATCAGIAGGAACACOGTOGCOAAGGCGOOTCTCTGGCAGTAACTIACC

G
TGAGOAGEOAAGCOTIGOTA

IR G
B
@Y103.1 BISE( 10112246 INO CCATTT i br-AAAMAAMAAM v b=nAAMNAMAANMA e i
TAOTAGGGGGC -\Auunu ATTTACTGGOTOTAAAGGGAGESTAGACCOCAAGGLAAGTC \AAACCCAGGGCTTAACCCTGGGA

AGTGOCGGAGAG AN TTOCTAGTOT AGCOGTGAATGCOTAGATATT AGGAAGAACACCAGTOGCOAAGOOOGCTTACTOGACOOTAACTOAGS

TTOAGGCTCOAAAGOOTGOGOAGCAACAGE,

L G
m

T
T

2020 IO
TAC \CTGGGCGTAL
CCAGACTCOATTACTC \u.u..u..u‘lv mm T OTAGGGOTAATOCGCAGATATCAGOAGGAACACED

AAMANANA b 0
CTCAACTGEGGGCT
TOOCOAGOCOGOTCTCTGGOCATTANCTOAOC

mHumumummlmummumﬂumummumm«muuuum‘mmmm|mlm|m|lmw|mlmlmlmlmlmlm|mlmlﬂumlmlmlmmmmmlmumnmmmlmumm
Gl
i 211015 NOCCAOTT i s AMAMMARANAM sew be-pAAMMAANAA b, i
TACARGBGEr A n -mw,m-:\m,«,u,n\ O AT AGAGOT AR RCCHAGCTCAACTCCAGAACTY \TACTG
CCAGTCTCGAGTCCGGAAGAGS iGAACTCCTAGTGTAGAGG TCGAATTOOTAGATATTAGGAGAACACCAGTGGOOAAGOCOGCTCACTGOTCOGITACTOAGGS
TGAGGTGOGAAAL
B
D
2l 2112438 1:N0-CCAGTT sris_be=AAMAAAAAAAA new be=AAAANAAANANA be.diffd
GGATGTGAAAGCOCCGGGCTCAACK iCATCCAAAACT
AG AATACTGACA

O
T
SEQA0)FIWOKBCXK 11011242570 1 NOCCAGTT i be AAMMAAAMAR sew besANAMMNAAAN b 10
AT TCCO AN AL TOOCOOTAAGAGH JGTTTGTCCOTC CAAC 1c
IACTOGARTTCCTGK O TAGCGOTAAATOCGCAGATATCAGOAGGAACACOOTTAOCOANGGCOGOTCTCTGGOCAGTANCTOAGOE
T G B
T
o103, FISEQI0LINNIRICIKZI0LTS12810 INOCCATTT i e AAMMANANAM . b-AAAMNAMAANAR b 4
TACGANGDOG C GCGOGTAGGTGOTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAA,
GGCGAGCTAGAGT/ GGAATTTOCTOTOAGOOGTGAATOOOTAGATATAGGAAGOAACACCAGTOGOAAGOOOAOCACETOOACTOATACT
CTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG.
T
T
OLINNOKBOOX1 L1321 1 NG CCAOTT o he-AMAMMANADAAD e b-AAAAANANARA b i
G TACTGGGCGTAAAGAGC rTGTC ,umumu.u. AACT TGCAGGCGATACGG
G Al u“mmn,wmuu s ATATC AACACOOOTGOCCAAGOOGOTCTCTGGACAGTAACTG
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