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Sequencing evolution

HUDSON, MATTHEW E. (2008)
Sequencing breakthroughs for genomic ecology and evolutionary biology.
Molecular Ecology Resources 8 (1), 3‐17.



Illumina GA is a genome center 
in a box!
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Experiments using Illumina GA

The aim is to provide a brief overview of 
experiments designed at EMBRAPA using 
Illumina GA
Sequencing was performed at Fasteris 
(http://www.fasteris.com)



Micro RNA discovery in 
Eucalyptus sp.

Marília Pappas (EMBRAPA)
Alessandra Reis (Universidade Católica de 
Brasília‐UCB)
Laurent Farinelli (Fasteris)
Dario Grattapaglia (EMBRAPA/UCB)



Small RNA are increasingly
being recognized as major
players in gene regulation
and genome homeostasis



Genomics: Protein fossils live on as RNA R Sasidharan & Gerstein. Nature 453, 729‐731(5 June 2008)





Experiment 1:
Objective

Large scale discovery and expression profiling 
of small RNAs in two species of Eucalyptus, 
including the genotype that is being 
sequenced at JGI (Eucalyptus grandis; 
BRASUZ1)



BRASUZ1
E. grandis



Experimental design

Eucalyptus small RNA discovery and profiling
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Data analysis

Hardware
Need of a complex computational infra‐structure, 
both in terms of storage and parallel processing

Software
New software should be developed to integrate 
several steps of the pipelines
In our case for a single pipeline programs were 
developed in PERL, JAVA, R and Groovy

Peopleware
?





Overall sequencing results







Not all small RNAs are miRNAs!





Scaffold_4 Scaffold_73Scaffold_411 Scaffold_9

Precursor secondary structure
from draft assembly



False positive



Pairwise comparison of tag 
countsIntra‐specific Inter‐specific

Tissue‐specific



Differential expression in 
miRNAs

xylem leaves







Expression profiling in rice‐
Magnaporthe grisea pathosystem
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Experiment 2:
Objective

Study the global patterns of gene expression 
of the plant‐pathogen interaction at the 
onset of infection



Biological material

Cultivar METICA 1

Virulent strain

Avirulent strain



New horizons for gene expression 
profiling



Microarray drawbacks in 
transcript quantification

Indirect quantification by light intensity
Analogic!

Hybridization‐based
Relative expression measurement
Background and cross‐hybridization problems
Problems with paralogs and sequence polymorphisms
Closed platform (only predefined sequences are 
detected)

Reproducibility issues
Dynamic range



Digital Gene Expression (DGE)

Measures global expression  profiles by direct 
sequencing
Tag based technology generating 21 bp from 
3’ end of an mRNA population
Similar to SAGE (Serial Analysis of Gene 
Expression), but by using Illumina GA it avoids 
time consuming technical manipulations





Results

“... Before the development of deep sequencing technology, construction
of a large scale SAGE library containing up to 100 000 canonical tags would
Typically take 1 year and a considerable finacial investment.”

Hoen et al. (2008) – doi:10193/nar/gkn705





Mapping a tag to a canonical 
region in the rice genome







Intron mapping tags

exon

Rice tag

• This example clearly shows the advantage of new types of transcripts that
can be detected by DGE, and not by microarrays
• Captures relevant biological phenomena like alternative splicing, alternative
poly‐adenylation, anti‐sense transcription



Differentially expressed genes 
after pairwise sample comparison 
using Audic‐Claverie test and FDR





Tags for the most 
differentially expressed gene



Validation of expression levels between DGE and qPCR
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Selected genes in 4V sample





Conclusions

Illumina GA generates DNA sequences at an 
unprecedented level and is taking Biology by 
storm

New genomics era

The shear amount of data changes the 
perspective of how biological phenomena are 
analyzed
Data analysis is the current bottleneck



Genomics Center of Distrito 
Federal

Next generation sequencing platform in 
Brasilia, funded entirely by the state 
government



Platforms

Illumina 
Genome Analyzer

454 Genome Sequencer 
Titanium
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