
Long	  and	  accurate	  reads	  for	  denovo	  genome	  assembly	  

that	  we	  can	  sequence	  on	  our	  exis(ng	  HiSeq	  instruments 	  	  

Why	  interest	  in	  TSLR:	  



Frac(onate	  HMW	  genomic	  DNA	  to	  8-‐10kb	  

Dispense	  ~	  300	  adaptored	  fragments	  per	  well	  on	  384-‐well	  plate	  

Make	  a	  barcoded	  Nextera	  XT	  library	  in	  each	  well	  

Pool	  all	  mini-‐libraries	  and	  sequence	  on	  one	  PE	  lane	  

Overview	  of	  TSLR	  library	  workflow:	  

Expected	  results	  from	  one	  library:	  
	  ~	  100k	  to	  150k	  reads	  
	  1.5kb	  to	  10kb	  in	  length	  (N50	  ~	  7kb)	  
	  >	  500	  MB	  



qPCR	  quan(ta(on	  (8	  hrs)	  

HMW	  gDNA	   Frac(ona(on	  of	  0.5ug	  of	  
DNA	  in	  gTube	  

0.8%	  E-‐gel	  

10kb	  
	  
8kb	  

QC	  of	  size	  selec(on	  

Day	  1	  

A"single"HMW"band"of"DNA"
with"no"indica7on"of"DNA"
below"10kb."""

A"clear"band"of"DNA"above10kb,"
with"addi7onal"smearing"down"
to"1kb."""

No"dis7nct"HMW"band,"only"
smeared"DNA"down"to"1kb."""

Pass" Intermediate" Fail"

End	  Repair	  
3’-‐end	  A	  overhang	  

End	  Adapter	  Liga(on	  



qPCR	  results:	  
	  	  	  	  	  	  	  	  200	  fg/ul	  
	  	  	  	  	  	  	  	  400	  fg/ul	  
	  	  	  	  	  	  	  	  1,100	  fg/ul	  
	  	  	  	  	  	  	  	  1,800	  fg/ul	  

QC	  of	  long-‐Range	  PCR	  	  
(one	  standard/4	  dilu(ons)	  

Dispense	  ~1,500	  fg	  to	  a	  384-‐well	  plate	  
with	  Long-‐Range	  PCR	  reagents	  (5ul	  reac(ons)	  

Day	  2	  

21	  cycles	  for	  384-‐well	  with	  5ul	  reac(ons	  
Control	  96-‐well	  plate:	  50ul	  reac(ons,	  26	  cycles	  
*****	  	  4.5hrs	  

	  	  std1	  	  	  	  std2	  	  	  std3	  	  	  	  	  std4	  	  	  TSLR	  	  	  Control	  	  	  



Tagmenta(on	  reagents	  (25min)	   Pooling	  	  	  (24ml)	  

Clean	  up	  on	  	  
large	  Zymo	  columns	  

Bead	  size	  selec(on	  and	  QC	   qPCR	  of	  final	  library	  

P5,	  P7	  and	  Index	  primers	  
(10	  cycles)	  

Day	  3	  



151	  x	  8	  x	  151	  Rapid	  Run	  9pM	  
	  one	  lane	  per	  plate	  

Must	  stream	  data	  	  
to	  BaseSpace	  

2	  days	  to	  final	  assembly	  
	  
Expected	  results=	  	  
>500MB	  of	  reads	  1.5kb	  to	  10kb	  in	  length	  

Day	  4	   Day	  6	  



App	  
Output	  



TSLR	  library	  from	  human	  gDNA	  	  	  (2	  rapid	  lanes	  2x100	  cycles)	  	  



TSLR	  library	  from	  human	  gDNA	  	  	  (2	  rapid	  lanes	  2x100	  cycles)	  	  



TSLR	  library	  from	  human	  gDNA	  	  	  (2	  rapid	  lanes	  2x100	  cycles)	  	  



Plant	  
(500	  MB)	  

Insect	  
(2.3	  GB)	  

Insect	  	  
(300	  MB)	  

Metagenome	  
(600MB)	  

Plant	  
(600	  MB)	  

Sequencing	   Two	  lanes	  
2x100nt	  

One	  lane	  
2	  x	  150	  

One	  lane	  	  
2	  x	  150	  

One	  lane	  
2	  x	  150	  

One	  lane	  
2	  x	  150	  

#	  of	  reads	  
(millions)	  

706	  	  	  
(70	  Gbases)	  

	  	  

330	  
(50	  Gbases)	  

	  

358	  
(53	  Gbases)	  

	  

288	  	  
(43	  Gbases)	  

	  

291	  
	  (43	  Gbases)	  

	  

Fragments	  
per	  well	  

327	   210	   206	   164	   163	  

MB	  of	  reads	  
>1.5kb	  

824	   642	   722	   541	   508	  

N50	  Read	  
Length	  (kb)	  

6.6	   6.8	   6.8	   7.8	   7.4	  

Other	  TSLR	  libraries	  



Plant	  
(500	  MB)	  

Insect	  
(2.3	  GB)	  

Insect	  	  
(300	  MB)	  

Metagenome	  
(600MB)	  

Plant	  
(600	  MB)	  

Sequencing	   Two	  lanes	  
2x100nt	  

One	  lane	  
2	  x	  150	  

One	  lane	  	  
2	  x	  150	  

One	  lane	  
2	  x	  150	  

One	  lane	  
2	  x	  150	  

#	  of	  reads	  
(millions)	  

706	  	  	  
(70	  Gbases)	  

	  	  

330	  
(50	  Gbases)	  

	  

358	  
(53	  Gbases)	  

	  

288	  	  
(	  43	  Gbases)	  

	  

291	  
	  (43	  Gbases)	  

	  

Fragments	  
per	  well	  

327	   210	   206	   164	   163	  

MB	  of	  reads	  
>1.5kb	  

824	   642	   722	   541	   508	  

N50	  Read	  
Length	  (kb)	  

6.6	   6.8	   6.8	   7.8	   7.4	  

Other	  TSLR	  libraries	  



Processing	  of	  TSLR	  reads:	  

Recommenda(on	  for	  denovo	  assembly:	  	  
	  	  	  	  80x	  coverage	  of	  shotgun	  libraries	  400bp	  and	  700bp	  in	  length	  
	  	  	  	  50x	  coverage	  of	  mate-‐pair	  libraries	  3kb,	  8kb	  and	  15kb	  
	  	  	  	  RNAseq	  library	  
	  	  	  	  3-‐5x	  coverage	  of	  TSLR	  
	  

500	  MB	  genome:	  
	  	  	  	  	  	  	  	  *	  2	  HiSeq	  lanes	  2x150nt	  for	  shotgun,	  mate-‐pair	  and	  RNAseq	  libraries	  (>90	  Gbases)	  
	  	  	  	  	  	  	  	  *	  3	  to	  4	  TSLR	  plates	  (1	  library,	  3-‐4	  plates)	  

*	  Ini(al	  assembly	  of	  the	  reads	  is	  done	  in	  BaseSpace,	  no	  need	  for	  in-‐house	  processing	  before	  data	  delivery	  

*	  Two	  of	  the	  sokware	  we	  tested	  can	  be	  used	  with	  TSLR	  data:	  

	  	  	  	  PBJelly2	  (BLASR)	  è	  adds	  TSLR	  reads	  to	  exis(ng	  assembly	  to	  fill	  gaps	  and	  join	  scaffolds	  (genome	  finishing)	  
	   	   	   	  	  Use	  stringent	  alignment	  parameters	  for	  high	  confidence	  of	  gap	  filling	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Fast	  (hours)	  

	  	  	  	  Celera	  Assembler	  8.1	  and	  minimus2	  =	  successfully	  used	  for	  denovo	  assembly	  using	  shotgun,	  mate-‐pairs	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  and	  	  TSLR	  




