NOTA TECNICA

Equilibrado de

la cobertura de
muestras para la
secuenciacion del
genoma completo

Estrategias de correccion
de indices para lllumina DNA
PCR-Free Prep

« Aumente la cobertura minima en librerias multiplexadas.

« Atenle la variabilidad en el rendimiento de los indices
ajustando los volumenes en el momento de agrupar
las librerias.

« Reduzca los costes de residuos y secuenciacion
en estudios de alta productividad.

illumina

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos
de diagnostico.
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ESTRATEGIAS DE CORRECCION DE INDICES PARA ILLUMINA DNA PCR-FREE PREP

Aumente la cobertura minima
en muestras multiplexadas

[llumina DNA PCR-Free Prep, Tagmentation (lllumina DNA
PCR-Free) ofrece una solucion de preparacién de librerias
optimizada para diferentes aplicaciones de secuenciacion
del genoma completo (WGS, whole-genome sequencing).
Mediante la quimica del transposoma ligado por bolas,
[llumina DNA PCR-Free proporciona una cobertura
uniforme en todo el genoma y admite una agrupacion
sencilla de librerias por volumen."2 Mediante lllumina DNA
PCR-Free y NovaSeq™ 6000 System o NovaSeq X Series,
los laboratorios con una elevada productividad pueden
multiplexar librerias de WGS para lograr una maxima
eficiencia. El equilibrio del rendimiento de la secuenciacion
en muestras de WGS multiplexadas permite a los usuarios
procesar mas muestras por celda de flujo al tiempo que
logran la cobertura minima deseada para realizar la llamada
de variantes con confianza.

Hay diversos factores que afectan a la profundidad de
cobertura por muestra, como el rendimiento total de la
secuencia, el nimero de muestras por celda de flujo y la
variabilidad en el rendimiento de la muestra. Para aumentar
el numero de muestras por experimento que logran la
cobertura de secuencia deseada, los usuarios pueden
aumentar la cobertura media en todas las muestras o
reducir la variacion entre muestras (figura 1). La calidad del
aporte de ADN, la variabilidad del pipeteo y el rendimiento
de los indices contribuyen a la variabilidad en el rendimiento
de la secuenciacion por muestra. Esta nota técnica se
centra en una estrategia para reducir la variacién debida

al rendimiento de los indices.
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Figura 1: Mejora del rendimiento minimo de secuenciacion
por muestra. Se logra una cobertura de al menos 30x en un
mayor nimero de muestras, con un aumento del rendimiento
de las secuenciacion (linea de puntos azul) o una disminucion
de la variacion (naranja).
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El rendimiento de los indices afecta
a la cobertura de las muestras

lllumina DNA/RNA Unique Dual Indexes (UD), Tagmentation
estan disponibles en cuatro juegos de 96 pares de indices
(juegos A, B, C y D) para un total de 384 pares de indices.
Cuando se utiliza con lllumina DNA PCR-Free™ y NovaSeq
6000 System o NovaSeq X Series," algunos pares de
indices proporcionan de forma sistematica un rendimiento
de secuenciacién mayor o menor. Los pares de indices con
un rendimiento que no alcanza las expectativas no dan
lugar a la cobertura deseada para esas muestras, mientras
que los pares de indices con un rendimiento por encima de
lo esperado pueden reducir la proporcién de lecturas para
otras muestras.

Para demostrar la variabilidad de la cobertura de las
muestras debido a la secuencia de indice, empleamos una
version modificada del protocolo de preparacion de librerias
lllumina DNA PCR-Free. Se utilizé ADN gendmico de linea
celular humana (Coriell Institute, muestra NA12878) como
aporte y todas las muestras se prepararon a granel para
reducir el ruido asociado a la calidad del ADN de aporte

y a los errores de pipeteo, respectivamente. En el paso

de indexado, las muestras se dividieron en alicuotas en
una placa de 96 pocillos para indexado vy, a continuacion,
se agruparon de nuevo para la limpieza de seleccién por
tamafio.* Diversos operadores llevaron a cabo un total

de tres a cinco réplicas para cada juego de indices UD

con pipetas manuales. Para obtener la representacion de
indices, cada conjunto de 96 muestras se secuencid en un
unico carril de una celda de flujo S4 de NovaSeq 6000 con
el flujo de trabajo de Xp.

Se muestra el rendimiento normalizado de los indices™ para
los juegos de indices UD Ay B (tabla 1) y los juegos Cy D
(tabla 2). Para este conjunto de datos:

« De media, 32 pares de indices por juego de 96 mostraron
divergencias de mas del 15 % respecto a la mediana del
rendimiento (pocillos en azul)

» Unos pocos pares de indices por placa (pocillos en azul
oscuro) normalmente registraron un rendimiento inferior
al 30 %, lo que pone a estos indices en alto riesgo de
incumplimiento de los objetivos de cobertura

*|llumina DNA PCR-Free tiene una quimica de indexado Unica;
los datos de rendimiento de los indices no se aplican a otros
kits de preparacion de librerias.

T Parte de la variabilidad de los indices se debe a la agrupacion;
los datos de rendimiento de los indices son especificos para
cada sistema de secuenciacion.

1 Seleccion por tamafio mediante inmovilizacion reversible
en fase sdlida (SPRI, Solid-Phase reversible Inmobilization).
La purificacién de bolas emplea muchos pasos de pipeteo
con un reactivo viscoso que puede introducir variaciones
adicionales. La agrupacion de muestras inmediatamente
después de la indexacion, en lugar de después de la seleccién
por tamafio, redujo la variacién interna (no se muestran los
datos).
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Tabla 1: Rendimiento de indices normalizado en la disposicidn de placas de 96 pocillos para lllumina DNA

PCR-Free y los juegos de indices UD Ay B

Juego A 1 2 3 4 5

1,03 1,03
1,08 0,96
0,96

1,05

0,92 1,01
0,95 1,09
1,08 0,98
0,96 110

La preparacion de librerfas se realizé manualmente con réplicas de n = 3 (juego A) o n = 5 (juego B) con lllumina DNA PCR-Free Prep y se secuenciaron en NovaSeq 6000
System. Los pocillos resaltados en azul muestran una representacion de indices con una divergencia respecto a la mediana de méas del 15 %. Los pares de indices que
registraron un rendimiento inferior de forma sistematica en al menos un 30 % (2 del juego A; 3 del juego B) se resaltan en azul mas oscuro. Descargue un archivo de Excel,
llamado «lllumina DNA PCR-Free Prep index correction» (Correccion de indices de lllumina DNA PCR-Free Prep) en la pestafia «Documentation» (Documentacion) en
illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html.

» Algunas columnas individuales de placas no mostraron
pares de indices, o solo un par de indices, con una

desviacion superior al 15 % de la mediana, lo que produjo

un mayor rendimiento que la placa en su conjunto.

El rendimiento de los indices fue uniforme entre las réplicas
(R? = 0,54-0,80). Por ejemplo, si nos fijamos en cuatro
réplicas de la segunda columna de la placa de 96 pocillos
para el juego de indices UD B (figura 2), se observa un
patrén uniforme de sobre e infrarrepresentacién de los
indices.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

Esto sugiere que el rendimiento de los valores atipicos no
es simplemente ruido, sino una propiedad fundamental de
los pares de indices utilizados. La variabilidad constante

en el rendimiento de los indices apunta a una estrategia
clara para la «correccion de indices» en relacion con el
rendimiento tipico de los indices. En principio, el ajuste del
volumen de ciertas librerias en la agrupacion antes de la
secuenciacion podria compensar la representacién variable
de los indices. Se espera que los pares de indices con

un buen rendimiento proporcionen una baja variabilidad
inherente, mientras que los pares de indices que se desvian
sistematicamente del valor medio son candidatos para la
correccion del indice.
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Tabla 2: Rendimiento de indices normalizado en la disposicion de placas de 96 pocillos para Illlumina DNA
PCR-Free y los juegos de indices UD Cy D

Juego C 1 2 8 4 S) 6 7 8 9 10 12

La preparacion de librerfas se realizé manualmente con réplicas de n = 4 (juego C) o n = 3 (juego D) con lllumina DNA PCR-Free Prep y se secuenciaron en NovaSeq 6000
System. Los pocillos resaltados en azul muestran una representacion de indices con una divergencia respecto a la mediana de mas del 15 %. Los pares de indices que
registraron un rendimiento inferior de forma sistematica en al menos un 30 % (4 del juego C; 1 del juego D) se resaltan en azul mas oscuro. Descargue un archivo de Excel,
llamado «lllumina DNA PCR-Free Prep index correction» (Correccion de indices de lllumina DNA PCR-Free Prep) en la pestafia «Documentation» (Documentacion) en
illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html.
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Pares de indices del juego B de la segunda
columna de la placa de 96 pocillos
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Reduccidon de la variabilidad
en el rendimiento de los indices

Los factores de correccién de los indices se generaron
tomando el valor inverso de la mediana de la representacion
de cada par de indices que se muestran en la tabla 1

y la tabla 2. La multiplicacion por estos factores para
ajustar el volumen de cada muestra en la agrupacion,

con lo que se introducen de forma eficaz menos indices
sobrerrepresentados y mas indices infrarrepresentados,
reequilibra el nimero de lecturas de secuenciacion

por muestra.

Uso del 10 % de la mediana como umbral para
la correccién de indices

Para probar esta estrategia, se aplicaron factores de
correccion de indices en los cuatro juegos de indices UD
para los pares de indices que se desviaron al menos un 10 %
de la mediana (figura 3). La disposicion de los 384 pares de
indices por representacion del indice medio no corregido
reveld un patrén lineal con una buena correlacién entre

las cuatro réplicas (R? = 0,75) y un amplio intervalo

de variabilidad (coeficiente de variaciéon; CV = 17 %).
Después de la correccién de indices, se redujo la variacion
en el rendimiento de los indices (CV = 11 %) y los valores
corregidos ya no mostraron correlacién con el rendimiento
previo a la correccion (R? = 0,006).
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Rendimiento de indices normalizado

0,4

384 indices ordenados por representacion
media del indice sin correccion

Figura 3: La correccién de indices basada en el volumen
elimina la variacion especifica de los indice en el rendimiento.
Se muestran 384 pares de indices ordenados del rendimiento
de secuencia mas bajo (izquierda) al mas alto (derecha) para
experimentos no corregidos. Los indices no corregidos (azul)
mostraron un CV del 17 %. Los indices corregidos (naranja)
mostraron un CV mejorado del 11 %.
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Uso del 15 % de la mediana como umbral para
la correccién de indices

Como seguimiento, un operador preparo librerias con los
96 pares de indices del juego de indices UD B (figura 4A).
Para reducir el ruido debido a la fatiga del pipeteo manual,
el umbral para la correccién de indices se aumenté del 10 %
al 15 %. Después de la indexacién, las librerias se agruparon
para la seleccién por tamafio en volimenes iguales (azul)

o mediante la implementacién de factores de correccién
para todos los indices que se desviaron al menos un 15 %
de la mediana (naranja). Tras la correccién de los indices,

la variacién global se redujo de un CV del 19 % (sin corregir)
al 10 % (corregido). Si nos fijamos de nuevo en la segunda
columna de la placa del juego de indices UD B (figura 4B),
se observan que los pares de indices que registraron un
rendimiento inferior (B-2D) o superior (B-2F) de forma
sistematica se convirtieron en valores mas tipicos.
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Pares de indices del juego B de la segunda
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Figura 4: La correccion de indices reduce la variabilidad del
rendimiento de los indices. (A) 96 pares de indices del juego de
indices UD B. (B) Ocho pares de indices del juego de indices UD
B, columna 2. Los indices no corregidos (azul) mostraron un CV
del 19 %. Los indices corregidos (naranja) mostraron un CV
mejorado del 10 %. Los pares de indices que se desviaron de la
mediana en mas del 20 % (B-2D y B-2F) volvieron a la mediana
del rendimiento del indice después de la correccion.
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Un ultimo experimento se centrd en tres columnas (7, 8, 9)
de la placa del juego de indices UD B, y en él se corrigieron
11 pares de indices que normalmente divergian al menos un
15 % de la mediana. Las 24 muestras para cada condicion
(corregidas o no corregidas) se procesaron en una celda de
flujo S4 de NovaSeq 6000 (figura 5). Como cabia esperar,
el CV de la representacién de los indices disminuyd del 18 %
(sin corregir) al 7 % (corregido). Aunque la cobertura media
se mantuvo constante en todas las muestras, la cobertura
minima fue mayor para las muestras corregidas (no se
muestran los datos).
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Figura 5: La correccién de indices redujo la variabilidad

entre las muestras secuenciadas en la misma celda de flujo.
Rendimiento de los indices para las librerias, utilizando 24 pares
de indices del juego de indices UD B, columnas 7, 8 y 9 de

la placa. Los indices no corregidos (azul) mostraron un CV

del 18 %. Los indices corregidos (naranja) mostraron un CV
mejorado del 7 %.

Reduzca los costes de residuos
y secuenciacion en estudios
de alta productividad.

Elija los pares de indices de mayor rendimiento

Estas cifras de rendimiento de los indices de lllumina DNA
PCR-Free indican qué indices se espera que proporcionen
una mejor cobertura y qué columnas muestran una baja
variacion en el rendimiento de los indices (tabla 3, resaltado
en naranja). En una placa de 96 muestras, el CV tipico de la
representacion de los indices es del 15 al 20 %. Los clientes
que utilizan subsecciones de una placa pueden elegir
columnas con el CV mas bajo para mejorar el rendimiento
sin correccion.

Implemente factores de correccion de indices para
reducir la variabilidad

Estos resultados también demuestran el principio de

que el ajuste de los volumenes de las librerias en la
agrupacion puede corregir el bajo rendimiento de los
indices. La agrupacion de muestras basada en el volumen
guiada por los factores de correccién de los indices de
este conjunto de datos fue suficiente para reducir de forma
fiable la variacion. La necesidad de corregir demasiados
pares de indices puede ser un inconveniente para los
operadores manuales. La correccién manual de indices es
un proceso tedioso que puede aumentar el ruido debido

a un error de pipeteo. Observamos mejores resultados
utilizando un umbral mas alto para la correccién de indices
(es decir, correccion de indices con un rendimiento superior
al 15 % con respecto a la mediana, frente a superior al

10 % con respecto a la mediana). Se espera que incluso

la correccion de un pequefio nimero de los pares de
indices de peor rendimiento evite la retirada de algunas
muestras debido a una cobertura inferior a la esperada.

Tabla 3: Variabilidad del rendimiento de los indices (CV) por columna de placa y por placa para los indices UD

de ADN/ARN de Illumina

Columna? 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 il 12 Placa®
Juego A 129% 14,7% 181% 207% 125% 167% 161% 175%  14,4% 198 %

Juego B 13,8 % 149% 197% 206% 154% 186 %

JuegoC  19,9% 126% 133% 257% 13,4% 11,8% 205% 12,8% 155% 112% 157 %
JuegoD  193% 14,4 % 1831% 193%  14,8% 127% 142% 194% 171% 168% 151%

a. CV calculado a partir de los datos de rendimiento medio de los indices en la tabla 1y la tabla 2. La preparacion de librerias se realizé manualmente con de 3 a 5 réplicas con
lllumina DNA PCR-Free Prep y se secuenciaron en NovaSeq 6000 System. Las partes resaltadas muestran columnas con un CV de representacion de los indices inferior al

10 % (naranja oscuro) o inferior al 15 % (naranja claro).

b. Aunque el CV de la columna oscila entre el 6,4 y el 25,7 %, el CV de la placa de 96 pocillos solo oscila entre el 15,1y el 16,6 %.
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Considere la correccion de indices como un proceso
dindmico con ajustes reiterados a medida que recopila
mas datos. Estos datos representan un punto de partida
para estudios posteriores.® La automatizacién puede ser
necesaria para reducir el ruido de fondo y obtener todas
las ventajas.

Resumen

El rendimiento de los indices es un factor clave en la
variabilidad de la cobertura de muestras para experimentos
en los que se utiliza lllumina DNA PCR-Free y NovaSeq
6000 System o NovaSeq X Series. Algunas secuencias de
indices proporcionan de forma sistematica un rendimiento
mayor o menor. Al ajustar los volimenes durante la
agrupacioén, puede reducir la variabilidad del rendimiento
de la secuenciacion entre las muestras secuenciadas

en la misma celda de flujo. Aunque esto no aumenta el
rendimiento general de la secuenciacién, si aumenta la
cobertura minima, lo que reduce el nimero de muestras
que quedan por debajo de un umbral de cobertura
minima. Los laboratorios que llevan a cabo investigaciones
gendmicas poblacionales y otras aplicaciones de WGS
humano de alta productividad pueden utilizar los datos
proporcionados como punto de partida para optimizar

el rendimiento de las muestras y reducir los residuos.

§ Acceda a los datos de representacion de indices actualizados
y a los factores de correccion calculados para la v3 de
los juegos de indices con lllumina DNA PCR-Free, tanto
para NovaSeq 6000 System como para NovaSeq X Series.
Descargue un archivo de Excel, llamado «lllumina DNA
PCR-Free Prep index correction» (Correccion de indices de
lllumina DNA PCR-Free Prep) en la pestafia «Documentation»
(Documentacion) en illumina.com/products/by-type/
sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html.

iHumina

1800 809 4566 (llamada gratuita, EE. UU.) | tel.: +1 858 202 4566
techsupport@illumina.com | www.illumina.com

Mas informacion

[llumina DNA PCR-Free Prep

Bibliografia

1. llumina. lllumina DNA PCR-Free Prep, Tagmentation. illumina.
com/content/dam/illumina/gcs/assembled-assets/marketing-
literature/illumina-dna-pcr-free-data-sheet-m-gl-00679/
illumina-dna-pcr-free-data-sheet-m-gl-00679.pdf. Afio de
publicacion: 2020. Afio de actualizacion: 2023. Fecha de
consulta: 6 de septiembre de 2024.

2. Bruinsma S, Burgess J, Schlingman D, et al. Bead-linked
transposomes enable a normalization-free workflow for
NGS library preparation. BMC Genomics. 2018;19(1):722.
doi:10.1186/s12864-018-5096-9.

© 2024 lllumina, Inc. Todos los derechos reservados. Todas las marcas comerciales pertenecen
a lllumina, Inc. o a sus respectivos propietarios. Si desea consultar informacion especifica sobre

las marcas comerciales, consulte www.illumina.com/company/legal.html.

M-GL-00005 ESP v2.0.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

M-GL-00005 ESP v2.0 | 7


mailto:techsupport@illumina.com
http://www.illumina.com
http://www.illumina.com/company/legal.html
https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html#tabs-fba472cf8b-item-f2d43e8784-documentation
https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html#tabs-fba472cf8b-item-f2d43e8784-documentation
https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html
https://www.illumina.com/content/dam/illumina/gcs/assembled-assets/marketing-literature/illumina-dna-pcr-free-data-sheet-m-gl-00679/illumina-dna-pcr-free-data-sheet-m-gl-00679.pdf
https://www.illumina.com/content/dam/illumina/gcs/assembled-assets/marketing-literature/illumina-dna-pcr-free-data-sheet-m-gl-00679/illumina-dna-pcr-free-data-sheet-m-gl-00679.pdf
https://www.illumina.com/content/dam/illumina/gcs/assembled-assets/marketing-literature/illumina-dna-pcr-free-data-sheet-m-gl-00679/illumina-dna-pcr-free-data-sheet-m-gl-00679.pdf
https://www.illumina.com/content/dam/illumina/gcs/assembled-assets/marketing-literature/illumina-dna-pcr-free-data-sheet-m-gl-00679/illumina-dna-pcr-free-data-sheet-m-gl-00679.pdf
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30285621/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30285621/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30285621/

