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OBJETIVOS DE LA CONSTRUCCION DE UNA BIBLIOTECA GENICA

» AISLAMIENTO DE SECUENCIAS Y GENES.

» CONSERVACION DEL DNA DE UNA ESTIRPE,
UNA ESPECIE O UN INDIVIDUO

» ESTUDIO DE GRANDES REGIONES GENOMICAS
O DE GENOMAS COMPLETOS.




DNA vector

Apertura Q

= e

DNA genémico

Fragmentacion Q

ey, —x == Vector lineal

Piezas de DNA

CONSTRUCCION DE . =
RECOMBINANTES | 4 b DNA-ligasa

AISLAMIENTO
DEL INSERTO

()°0¢ o

TRANSFOFKMACION {} Guitivo de E. coli
AISLAMIENTO DEL

RECOMBINANTE

| SIEMBRA EN PLACAS | Q Medio stlido

con antibidtico
=
(= -

Biblioteca %E o
=

Colonias aisladas

| TRANSFERENCIA A SOPORTE | JL lalsls Ofluf?f ent?edlo
esnaturatizan

Fiitro con ssDNA  GZZ525 -
DETECCIO D Hibridacién con sonda
y autorradiografia

Esquema de la construccion de una

genoteca. Perera, J et al.,, (2002) Ingenieria
Genética Ed. Sintesis. ISBN: 84-7738-966-7

TIPOS DE BIBLIOTECAS O BANCOS GENICOS

»BIBLIOTECAS GENOMICAS O GENOTECAS: fragmentos
clonados, el genoma completo de una especie.

»GENOTECAS PARCIALES, MINIGENOTECAS O BANCOS
GENICOS

» BIBLIOTECAS DE ADN o ADNc: construidos a partir
de la poblacion de mensajeros aislados de un tipo
celular..

» BIBLIOTECAS DE CLONACION: Construidas con vectores
de clonacion simples.

» BIBLIOTECAS DE EXPRESION: aportan las sefiales activas
en el hospedador que permiten la transcripcion y traduccion in

vivo de sus pasajeros.

ADNc= ADN complementario



Las cualidades mas importantes de una biblioteca genomica son:

» REPRESENTATIVIDAD.

» COMPLEJIDAD O TAMANO: numero minimo de clones independientes que debe
contener para que la totalidad del ADN de partida esté representado

» LONGITUD O TAMANO MEDIO DE LOS INSERTOS
» FACILIDAD DE PREPARACION Y ANALISIS SENCILLO.

DIFERENTES METODOS,DE FRAGMENTACION DEL DNA GENOMICO
PARA LA CONSTRUCCION DE UNA GENOTECA

« La digestidén total o parcial con endonucleasas de restriccion.



Generalidades

Los procedimientos basicos incluyen una serie de pasos:

1. Los fragmentos de ADN se generan utilizando enzimas de restriccidon

2. Los fragmentos producidos mediante la digestidn con enzimas de restriccion se unen
a otras moléculas de ADN que sirven de vectores

3. La molécula de ADN recombinante, formada por un vector que lleva un segmento
de ADN insertado, se transfiere a una célula huésped.

4. Al replicarse las células huésped, descendientes heredan el ADN recombinante,
creandose una poblacion de células idénticas, que llevan todas la secuencia clonada

5. Los segmentos de ADN clonados pueden recuperarse de las celulas huésped,
purificarse y analizarse.



Biblioteca de genes

1er paso

S

PCR con primers del gen

16S ARN

ADN Ambiental

Si se tiene el mismo numero de

copias del gen 16S rARN por
célula: misma proporcion a ser
amplificada

http://download.springer.com/static/pdf/683/chp%253A10.1007%252F978-3-540-77587-
4 310.pdf?auth66=1413290296 1bc4f750f4125cb54198fce82daed4c5&ext=.pdf




Biblioteca de genes



Transformacion con un plasmido

Transformacion del ADN % e it
La transfo \boratorio
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Transformacion estable

Transformacion artificial con plasmidos.



Biblioteca de genes

[ | )
\/ ;plaquear... como?

Aatll Nde |
2284 2533

Xmn | 1967

Scal 1842

AT pGEM®-1121(-) oc2

Vector

-

(32210Lp) Apal 7
Xba | 59
Not | 7
Son| 76
Nsi | 78
Hind Il | 80
a3
T sps

oRVVIDZ_SA



“Rastreo”

Otros vectores, como pUC18

El terciopelo se ﬂ

N

La placa original se
presiona con

/ SN arcinneln ectéril
Producen colonias azulesf

\ que contiene una sustan
"I clonacion multiple de pUC
""" de formar colonias azules,

< esta capacidad.

Soloias cetuias que
contienen plasmidos
formaran colonias

]
i\
\ \bd(uon de la
eplica durante
\n.l noche ”~ ’ T~
.embradas en un medio

" restriccion del sitio de
bnsable de la capacidad
cion multiple interrumpe

L
Se identifica la coloma
correspondiente de la placa
original, y se utiliza

. L ;)df.l nuevos analisis
Klug and Cummings. Conceptos de Genétic



Biblioteca de genes

Seleccionar colonias (individualmente)

s Cuantas clonas (colonias) debemos seleccionar?



El numero de clones necesarios para contener todas las secuencias de un genoma
depende del tamafio medio de los insertos clonados y del tamafo del genoma a clonar.

Supongamos que deseamos preparar una biblioteca del genoma humano utilizando como vector al fago lambda. EI genoma humano tiene 3,0 x
10° kb; si el tamano medio de los insertos clonados en el vector es de 17 kb, y queremos tener una probabilidad del 99% (P = 0,99) de que
cualquier gen humano esté representado al menos en una copia, precisaremos una biblioteca de:

In(1-0,99)
17 x10°
In| 1- ———
30x10°

y si hubiésemos seleccionado a pBR322 como vector, con un tamano medio de insertos de 5 kb, la biblioteca necesitaria contener:

N = — 81x10° clones

In(1-0,99)

—28x10° clones
5x10°3

Inf1—-——
3,Ox109

N =




Biblioteca de genes

50 paso Miniprep

Transfer filtrate and
bind plasmid DNA to
silica-based membrane.

Wash twice with Wash
Solution

Birnboim, H. C., and Doly, J.,Nucleic
Acids Res., 7, 1513-1522 (1979)



6° paso

PCR con plasmido
flanqueado en el vector

7° paso

Secuenciacion Sanger

Biblioteca de genes

' Nde |
atll
521931 2533
Xmn | 1961
17
Scal 1842 1 ori 4
Sii 17
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Vector BamH | | 47
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Hind Il | 80
a3
on T ses
Sanger sequencing |
Targetsequence @~ T C A GA T C CGA
Complementary A G T CT A G G CT
T
ddT reaction T
T
ddC reaction C ¢
G
ddG reaction G
G
ddA reaction | |
A 4 v

Dye concentrations

B
NN

b

oRVVEDZ_SA



Biblioteca de genes

8o paso

>Sequence_3

CGGgGGACGaGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTA
GCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGAT
CCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATT
TCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGT
CGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCA

ACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGGAAGTCGGAATCG

90 paso
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VECTORES UTILIZADOS PARA LA CONSTRUCCION DE BIBLIOTECAS
GENOMICAS

Table I Properties of the vectors used in construction of genomic libraries

Vector Cloning Applications
capacity (kb)
Pequeﬁo — Plasmids 0.1-12 Single gene cloning; shotgun sequencing libraries
Bacteriophage lambda 10-20 Single gene coning
- Cosmids 35-45 Single gene cloning; genome mapping and sequencing
TamanOS Bacteriophage Pl 30-90 Genome mapping and sequencing
BACs 30-300 Genome mapping and sequencing
randes YACs 100-1000 Genome mapping and sequencing

Tomado de Lu, Q. (2005) Trends in Biotechnology. 23: 199-206

vectores derivados del fago A o cosmidos

BACs (Bacterial Artificial Chromosomes)

YACs (Yeast Artificial Chromosomes)




Los cosmidos y los vectores transbordadores

Vectores hibridos construidos utilizando partes del cromosoma del fago lambda y
de ADN plasmidico

EcoRlI

Se replica como un plasmido SR S
EcoRl | | Hindlll

Gen de \ | /
resistencia
a ampicilina l

Origen de ‘
replicacion

_Gen cos

pIB8

Pueden transportar insertos de ADN mucho mas grandes casi 50kb



Cromosomas artificiales bacterianos (BACs)

Para analizar genomas eucarioticos
complejos

(BAC) se basado en el factor F de
bacterias, pueden transportar

fragmentos del cromosoma bacteriano
de hasta 1Mb,

Sitio de donacion esta flanqueado por
regiones promotoras que pueden
utilizarse para generar moléculas de
ARN vy para secuenciar el ADN del
inserto clonado.

cosN

‘ LoxP

r7
, \ HindlIll

BamHI

' \Sp6
é &

pBAC 108L
E Resistencia a
% cloranfenicol

e

ori



Resumen

1.- Pros y contras del plaque
2.- Gen 16S rARN para propositos taxondmicos

3.- ¢Quién hace clones aun?
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Introduccion

Profundidad del muestreo

N
Desarrollaron un método para secuenciar y |:> EE[O0 WS 200
ensamblar millones de lecturas de extremos @

pares del gen 16S rARN
lllumina genome analyzer.

Preparacion de bibliotecas de secuencias por duplicado

Incorpora primes indexados para permitir la caracterizacion de multiples
comunidades microbianas en una sola celda de flujo

Econdmico



Materiales y métodos

Toma de muestras y aislamiento de ADN

Una muestra compuesta de suelo de tundra artica

?

Alert, Nunavut, Canada

La misma muestra de suelo se Uutilizé previamente para la
secuenciacion de la etiqueta del gen 16S rARN utilizando el
SARST

SARST : Analisis en serie de etiquetas de secuencias
ribosomicas

Groenlandia

V1 del gen rARN de la subunidad bacteriana Bequefia

Canada

Google

"barcode"



Para una comunidad definida, se seleccionaron seis cepas
bacterianas como controles:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Escherichia coli (ATCC 11303)

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145)
Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Flexibacter canadensis (ATCC 29591)
Methylococcus capsulatus Bath (ATCC 33009)
Paracoccus denitrificans (ATCC 17741)

Extraccion de ADN genomico del suelo y de cultivos bacterianos

!

Fast Extraido por triplicado y agrupados )



Generacion de la biblioteca lllumina:

La region V3 del gen 16S rARN se amplifico utilizando primers 341F y
518R

Forward Primers Sequence (5'to 3')

V3_F aatgatacggcgaccaccgagatctacactettteectacacgacqgctettecgatct CCTACGGGAGGCAGCAG

V3_F modified®  aatgatacggcgaccaccgagatctacactettteectacacgacqactettecgatctNNNNCCTACGGGAGGCAGCAG
Reverse Primers

V3_1R caagcagaagacggcatacgagatCGTGATgtgactagagttcagacatatactettccgatctATTACCGCGGCTGCTGG
V3_2R caagcagaagacggcatacgagatACATCGgtgactgaaattcagacatatactettecgatctATTACCGCGGCTGCTGG
V3 3R caaqcaqaaqacaqacatacaaqatGCCTAAataactaqaatticagacatatactettccaatctATTACCGCGGCTGCTGG

caagcagaagacggcatacgagatCGTGATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct ATTACCGCGGCTGCTGG

| I\ I\ J
Y | |
Enlacg de la celda Index lllumina primers Primers de la region V3
de flujo
- barcode

Total de primers: 25



Generacion de la biblioteca lllumina:

Primers personalizados se sintetizaron y purificaron
Index- barcode - permitiendo multiplexing QON PAGE

. Soquoncuing Reads
— Roforonce Genome
Sample 1 Barcode

Se llevaron a cabo tres amplificaciones por PCR para eadasmuestras

A . B
Para cada biblioteca, los productos de PledeI suelo, se mezc%ron
con index unicos. —

e
\\_’

HI00 1 } \\t / } N } -

12

EN — -
T : / - —-_— e

~
CLLTR L 1] e A

A. Two representative DNA fragments from two unique sampiles, each attached 1o a specific barcode sequence that identifies the sample
from which it ongnated.

B. Ubraries for each sample are pooled and sequenced in paralel. Each new read contains both the fragment sequence and its sample-

identifying barcode.

Barcode sequences are used to de-multiplex, or dfferentiate reads from each sample.

O

D. Each set of reads is aligned to the reference sequence.



Generacion de la biblioteca lllumina:

ADN no definido > ADN definido

La biblioteca fue amplificada = generacion de clusters (lllumina, version 4)

biblioteca resultante = secuenciacion-> reads pares de 125 bp lllumina
GAllx
Bibliotecas de clones

ADN Genomico: suelo + cultivo puro - Plantillas: Primers 27fy 1492 r

\

Gen 16S rARN completo

\

Se realizaron amplificaciones por PCR

\

Los productos de reaccion se clonaron en el vector TOPO



Seleccion de 95 clones positivos de cada biblioteca (ya sea suelo o
biblioteca de cultivo puro) @

Secuenciado con Sanger technology

Filtrado de calidad inicial

Algoritmo personalizado |:> PANDAseq

Los reads se agruparon segun el index - reads de extremos pares se
alinearon—-> formado “contings” - descarte de secuencias ambiguas

Analisis bioinformatico. CD-HIT
Raw reads Cluster modified
. single linkage
Custom program
Paired-end reads RDP g'ME
assembled B
Classification /

Diversity estimate



Resultados



A

PCR targeting highly
variable (V3) region

within the 16S rRNA gene

V3 products

518R

Full PCR amplicon: ~330 bp

V3 region: ~170-180 bp ~
(with primers). ~200 bp 4 ’

V3 products (without primers): ~150 bp

B

index seq primer

50%

( : Sanger
mC2 WmC1 ©CL
8 108
c
§ 108
3 10
(]
§ 108
S 102
w 10'
4 o & & A\ &
Sy ¢ &5 ¢
S & & ¢ &
S @ 3 o
v ¢ 8 &
R N
B Acidobactera B Actinobacteria N Aquificae
B Bacteroidetes B BRC1 B Chiamydiae
B Chiorobi B Chioroflexi B Chrysiogenetes
Crenarchaeota B Cyanobacteria B Deferribacteres
B Deinococcus-Thermus [l Dictyoglomi B Euryarchaeota
B Fiorobacteres B Fimicutes W Fusobacteria
Gemmatimonadetes B Korarchaeota B Lentisphaerae
W Nanoarchaeum Nitrospira oD1
W oP10 B oP11 B Planctomycetes
W Spirochaetes W SRt W Tenericutes
B Thermodesulfovacteria M Thermomicrobia B Thermotogae
m ™7 B Verrucomicrobia B ws3
B Alphaprotecbacteria B Betaproteobacteria Gammaproteobacteria

B Deltaprotecbacteria

B Epsilonprotecbacteria Il unclassified

FIG. 1. Overview of the Illumina 16S rRNA gene sequencing method and generated library data. (A) The schema indicates a PCR (20 cycles)
and gel purification of ~330-base PCR products, including the conserved 16S rRNA gene primer-binding region. (B) Informatics pipeline for
generating clusters and taxonomic affiliations. (C) Resulting taxonomic affiliations for the replicate control libraries (C1 and C2) and the Sanger
sequencing-based library (CL). (D) Taxonomic affiliations for the Alert tundra duplicate libraries (AT1 and AT2) and the Sanger sequencing-based

library (ATS).
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FIG. 2. Quality (Q) scores for all 125-base sequence reads. The Q score is an integer mapping of P, the probability that the corresponding base
call is incorrect, with higher Q scores indicating lower error rates. The magnitude of sequence overlap for each assembled read was characterized,
and the mean (¥) and standard deviation (*o) were plotted relative to sequence length. The region of potential read overlap as presented does
not explicitly calculate the additive Q score at each position, as the range of overlap varied due to the large range of V3 lengths.




TABLE 1. Counts of paired-end rRNA gene sequences obtained
from the Illumina flow cell (preassembly) and following assembly
(postassembly) for the replicate libraries included in this study

Library No. of sequences Remaining
Prcassembly Postassembly sequences (%)

ATl 7,570,249 4,073,963 53.8

AT2 4,371,453 2,396,331 54.8

C1 716,366 464,045 64.8

C2 1,350,602 842,585 62.4
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FIG. 3. Rank-abundance curves for duplicate control libraries (A) and Alert Arctic tundra libraries (B). The data shown are the raw data and
also the data clustered using CD-HIT at a cutoff of 97%. Note that the Alert Illumina library was considered as separate replicates (AT1 and AT2)
and also as a composite library (ATCL), which represents the combined replicates.
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FIG. 4. Effect of library size on phylotype coverage. Randomly
subsampled libraries were drawn in triplicate from combined AT li-
braries and used to calculate Good’s coverage estimates. Averages for
triplicates were plotted with standard deviations.



Phylum

[7] Acidobacteria
[2] Actinobacteria
[E] Bacteriodetes
[3] Cyanobacteria
[E] Proteobacteria
[€] Verrucomicrobia
[ ™7

[E] Unclassified

Class

[ Acidobacteria

[2) Actinobacteria

[E] Alphaproteobacteria
[3] Betaproteobacteria
[E] Cyanobacteria

[E] Gammaproteobacteria
[7] Sphingobacteria
[£] Deltaproteobacteria
[E] Unclassified
Order

[[] Acidobacteriales
[Z] Burkholderiales 10.001-Doutdetons
[E] Chromatiales
[ Family | (Cyancbacteria)
[E] Rhizobiales
Sphingobacteria

[7] Sphingomonadales

[E] Unclassified

1,000,000

o ws Py 30N 0% So8 o oS N €% 1005

FIG. 5. Taxonomic affiliations at the levels of phylum, class, and order for consecutive abundance ranks of sequence data clustered at 97% with
CD-HIT. Predominant taxa are represented in the bottom row, and singletons are at the top for each taxonomic level. Full details of RDP
affiliations are summarized in Tables S3, S4, and S5 in the supplemental material.



Supplementary Table S3. Taxonomic affiliations of phyla associated with distinct abundance ranks
shown in Figure 4 for the combined Arctic tundra library. Numbers in brackets represent the phylum

proportion within the total library size for each rank (%).

Taxonomic affiliation Abundance ranks
10001-
1-10 11-100 101-1000 1001-10000 Doubletons Singletons
365179 203500 332280
Acidobacteria (27.4) (11.9) (14.7) | 105752 (9.8) 3280 (4.5) 444 (6.8)
344566 431493 109524
Actinobacteria 60444 (4.5) (20.1) (19.1) (10.1) 3689 (5.0) 509 (7.8)
Aquificae 209 (<0.05) 45 (0.1) 3 (<0.05)
263945 340140 137636
Bacteroidetes 76038 (5.7) (15.4) (15.1) (12.7) 5044 (6.8) 477 (7.4)
BRC1 825 (0.1) 196 (0.3) 12(0.2)
Chlamydiae 5920 (0.5) 1710 (2.3) 144 (2.2)
Chlorobi 11 (<0.05)
Chlorofiexi 40305 (2.4) 17990 (0.8) 11097 (1.0) 418 (0.6) 16 (0.2)
Cyanobacteria 73754 (5.5) | 132774 (7.8) 67597 (3.0) 17804 (1.6) 447 (0.6) 59 (0.9)
Deinococcus-
Thermus 1248 (0.1) 43 (0.1) 3 (<0.05)
Dictyoglomi 142 (<0.05) 13 (<0.05)
Euryarchaeota 6 (<0.05) 2 (<0.05)
Fibrobacteres 1822 (0.1) 1716 (0.2) 49 (0.1) 5(0.1)
Firmicutes 3762 (0.2) 12055 (1.1) 785 (1.1) 53 (0.8)
Fusobacteria 22 (<0.05) 3 (<0.05) 1(<0.05)




Supplementary Table S4. Taxonomic affiliations of classes associated with distinct abundance
ranks shown in Figure 4 for the combined Arctic tundra library. Numbers in brackets represent the

class proportion within the total library size for each rank (%).

Taxonomic affiliations Abundance Rank
10001-

1-10 11-100 101-1000 1001-10000 Doubletons Singletons
"Bacilli* 2801 (0.3) 178 (0.2) 15(0.2)
“Clostridia” 2229 (0.1) 3524 (0.3) 255 (0.3) 17 (0.3)
“Erysipelotrichi" 1(<0.05)
Acidobacteria 365179 (27.4) | 203500 (11.9) 332280 (14.7) 105752 (9.8) 3280 (4.5) 444 (6.8)
Actinobacteria 60444 (4.5) | 344566 (20.1) | 431493 (19.1) 109524 (10.1) 3689 (5.0) 509 (7.8)
Alphaproteobacteria 505636 (38.0) | 303606 (17.8) 157245 (7.0) 35290 (3.3) 2108 (2.9) 219 (3.4)
Anaerolineae 15823 (0.9) 8916 (0.4) 2987 (0.3) 48 (0.1) 7(0.1)
Aquificae 209 (<0.05) 45 (0.1) 3 (<0.05)
Archaeoglobi
Bacteroidetes 1574 (0.1) 388 (<0.05) 65 (0.1) 8(0.1)
Betaproteobacteria 72205 (54) | 129995 (7.6) | 231774 (10.3) 78076 (7.2) 3117 (4.2) 439 (6.8)
BRC1_genera_incerta
e_sedis 825 (0.1) 196 (0.3) 12(0.2)
Chlamydiae 5920 (0.5) 1710 (2.3) 144 (2.2)
Chlorobia 11 (<0.05)
Chloroflexi 24482 (1.4) 9074 (0.4) 7348 (0.7) 336 (0.5) 8(0.1)
Chrysiogenetes




Supplementary Table S5. Taxonomic affiliations of orders associated with distinct abundance
ranks shown in Figure 4 for the combined Arctic tundra library. Numbers in brackets represent the
order proportion within the total library size for each rank (%).

Taxonomic affiliations Abundance Rank
10001-
1-10 11-100 101-1000 1001-10000 Doubletons Singletons
“Erysipelotrichales” 1 (<0.05)
“Lactobacillales” 258 (<0.05) 27 (<0.05) 4(0.1)
“Thermoanaerobacterales” 1352 (0.1) 86 (<0.05) 6 (<0.05) 1 (<0.05)
365179 203500 332280

Acidobacteriales (27.4) (11.9) (14.7) | 105752 (9.8) 3280 (4.5) 444 (6.8)
Actinobacteridae 165436 (9.7) | 214794 (9.5) 51873 (4.8) 1060 (1.4) 186 (2.9)
Aeromonadales 99 (<0.05) 12 (<0.05)

Alteromonadales 5 (<0.05)

Aquificales 209 (<0.05) 45 (0.1) 3 (<0.05)
Bacillales 2133 (0.2) 132(0.2) 10 (0.2)
Bacteroidales 1574 (0.1) 388 (<0.05) 65 (0.1) 8(0.1)
Bdellovibrionales 2945 (0.1) 7033 (0.7) 1012 (1.4) 35 (0.5)
Burkholderiales 72205 (5.4) 48516 (2.8) 112516 (5) 51030 (4.7) 2044 (2.8) 291 (4.5)
Caldilineae 15823 (0.9) 6123 (0.3) 2624 (0.2) 46 (0.1) 7(0.1)
Campylobacterales 666 (0.1) 23 (<0.05) 3 (<0.05)
Caulobacterales 34564 (2) 5145 (0.2) 277 (<0.05) 88 (0.1) 3 (<0.05)
Chlamydiales 5920 (0.5) 1710 (2.3) 144 (2.2)
Chlorobiales 11 (<0.05)




Discusion y conclusiones

* La calidad de las librerias generadas en lllumina es
directamente proporcional a la longitud de las
lecturas (~ 125 bases) que se ensamblen
correctamente

* Agregar bases adyacentes al primer forward, con el
fin de mejorar la secuenciacion

El algortimo identifica mas rapidamente los
clusters en la celda fluida con mayor
diversidad nucleotidica dentro de las 4
primeras bases



Divergencia

Mayor numero de secuencias
ayuda a encontrar poblaciones
menos predominantes o raras

No. de secuencias



Con este método se puede comparar y caracterizar
taxa de baja y alta abundancia, debido a que:

* Los primers y adaptadores son modulares

 El algoritmo que utiliza RDP incrementa la
profundidad de estudio de especies de baja
abundancia.



