HOJA DE DATOS

Ribo-Zero™ Plus
Microbiome
Depletion Kit

Eliminacion rapida y eficiente
del ARNr bacteriano y del
huésped para aplicaciones
metatranscriptomicas de

alta calidad

« Solucidn optimizada, del ARN al analisis, que
cuenta con sondas de captura para una eliminacién
eficiente y especifica del ARNr 5S, 16Sy 23S
humano y del microbioma.

« Elflujo de trabajo rapido y flexible permite utilizar
una amplia gama de cantidades de entrada de ARN,
desde 25 ng hasta 1000 ng, para una eliminacién
de ribosomas robusta en muestras microbianas
complejas (p. €j., heces).

o Laaplicacion BaseSpace™ Sequence Hub
Microbiome Metatranscriptomics App es facil
de usar y permite un analisis de datos simplificado
y una visualizacion de datos precisa.
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Introduccion

La metatranscriptomica es una técnica potente de
caracterizacién de la funcién microbiana, la regulacion
génicay las interacciones dindmicas entre huésped

y microbioma en tiempo real. Sin embargo, la alta
abundancia relativa de secuencias ribosomales (ARNr)
en las muestras bacterianas reduce la capacidad de
secuenciacion del ARN vy dificulta la deteccion de
transcritos con una baja expresion, aunque de relevancia
biolégica. Ademas, la ausencia de extremos poli-A en
las muestras de ARN bacteriano expresado también
impide el enriquecimiento especifico de ARN mensajero
(ARNmM) bacteriano para analisis de transcriptomica.

Por estos motivos, la eliminacion del ARNr antes de la
secuenciacion de ARN es un paso fundamental para
obtener librerias de metatranscriptémica de alta calidad.

Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit ofrece una
eliminacion rapida y eficiente del ARNr no deseado de
muestras microbianas complejas. La eliminacién robusta
del ARNr combinada con el acceso a la aplicacion
BaseSpace™ Microbiome Metatranscriptomics App
permite a los investigadores centrar sus analisis en
partes informativas y de gran valor del transcriptoma,

a través de un flujo de trabajo optimizado, del ARN

al analisis.

Tecnologia de eliminacion
de ribosomas demostrada

Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit aplica la
tecnologia de eliminacién del ARNr demostrada de
Ribo-Zero Plus para eliminar el ARNr panbacteriano,

es decir el ARNr 5S, 16Sy 23S, del ARN total aislado

de comunidades microbianas complejas. La eliminacion
de ribosomas con el uso del flujo de trabajo de Ribo-Zero
Plus mejora la hibridacién selectiva a sondas de ADN

y la posterior escisidn provocada por la ribonucleasa H
(ARNasa H) (figura 1). En primer lugar, el ARN se hibrida
con sondas de ADN complementarias al ARNr. Estas
sondas dirigen a la ARNasa H a la digestion del ARNr.

A continuacion, la ADNasa | digiere las sondas de ADN,
y luego se realiza una purificacion del ARN intacto
restante con bolas. Después, las muestras en las que se
han eliminado los ribosomas se someten a preparacion
de librerias, secuenciacion y andlisis de datos.
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Figura 1: Protocolo de eliminacién de ribosomas con Ribo-Zero
Plus Microbiome. EI ARN introducido se hibrida con sondas

de captura de oligonucledtidos complementarias al ARNr.

A continuacion, la ARNasa H degrada el ARNr hibridado y la
ADNasa | digiere la sonda de ADN. Tras la limpieza con bolas
para eliminar las enzimas y los oligonucleotidos restantes, las
muestras de ARN enriquecidas estan listas para los siguientes
pasos de preparacion de librerias.

Amplia cobertura de
especies microbianas

Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit cuenta con

un juego ampliado de sondas de captura que incluye
sondas disefiadas para el ARNr 5S, 16Sy 23S de
diversas especies microbianas, incluidas bacterias
intestinales comunes en adultos y nifios, ademas de
ATCC MSA-2002, MSA-2005 y MSA-2006. La amplia
cobertura de este kit elimina con eficacia el ARN

no deseado de miles de cepas bacterianas que se
encuentran habitualmente en los intestinos, en muestras
complejas como las heces. Ademas, las sondas de
captura para ARNr humano incluidas en el Ribo-Zero Plus
Microbiome Depletion Kit eliminan el ARNr microbiano

y del huésped en una reaccion Unica (figura 2).
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Figura 2: Eliminacion robusta de ribosomas con Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit. Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit
reduce de manera eficaz los niveles de ARNr (5S, 16S y 23S) en humanos y bacterias en una reaccién en tubo Unico. Los resultados
se han comparado con Ribo-Zero Plus rRNA Depletion Kit y un kit de eliminacién de ribosomas comercializado de la Empresa X.

Se han analizado dos mezclas de heces: la muestra 1 es una mezcla que contiene heces humanas de adulto y nifo, mientras que

la muestra 2 es una muestra de heces comercializada de Zymo (n.° de referencia: 6331).

Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit ofrece Analisis de datos y visualizacion
una eliminacion robusta del ARNr contaminante en
pequefias cantidades de tan solo 25 ng de ARN total sim p|ificados

de alta calidad. Estos requisitos de entrada de muestra
reducida acrecientan el conjunto de tipos de muestra
que se pueden procesar para aplicaciones sensibles
de metatranscriptémica.

El andlisis bioinformatico de los datos de
metatranscriptomica es complicado e intensivo

desde el punto de vista computacional. Ribo-Zero

Plus Microbiome Depletion Kit incluye el acceso a la
aplicacién BaseSpace Microbiome Metatranscriptomics
App para un flujo de trabajo optimizado, del ARN

F|ujo de tra bajo integradol al a.néhlisis. Esta aplicacion basada en la rjube se ha
optimizado para generar datos con lllumina Stranded
de| ARN a| ana'“SlS Total RNA with Ligation y Ribo-Zero Plus Microbiome

Depletion Kit (figura 4). La intuitiva interfaz de usuario
permite a los investigadores analizar comunidades
microbianas complejas y descubrir nueva informacion
en los perfiles metabdlicos.

Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit se integra

a la perfeccién con la automatizacién y los flujos de
trabajo de secuenciacion de nueva generacion (NGS,
next-generation sequencing) disponibles sin necesidad
de ajustar los protocolos existentes (figura 3). El kit
estd disponible como producto independiente solo
para eliminacion, o como parte de un flujo de trabajo
completo que incluye lllumina Stranded Total RNA
Prep with Ribo-Zero Plus y Ribo-Zero Plus Microbiome
Depletion Kit. Esta solucion flexible puede alojar

96 muestras y es compatible con los sistemas de
secuenciacion NextSeq™ 500, NextSeq 550, NextSeq
1000, NextSeq 2000 y NovaSeq™ 6000, en funcién
de sus necesidades de investigacién especificas.

Los archivos FASTQ de entrada se pueden manipular
facilmente para generar datos de alta calidad

y material visual para taxonomia, lecturas de interés,
abundancia relativa de especies microbianas y genes
previstos implicados en interacciones entre bacterias
y huésped (figura 5).
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Figura 3: Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit en flujos de trabajo de secuenciacion de ARN mediante NGS. Ribo-Zero Plus
Microbiome Depletion Kit se puede incorporar en los flujos de trabajo existentes de secuenciacién de ARN para una eliminacién
eficaz del ARNr no deseado de muestras de ARN total, en aproximadamente 40 minutos.
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Figura 4: Proceso de anélisis de datos funcional con el uso de la aplicacion BaseSpace Microbiome Metatranscriptomics App.

El primer paso del andlisis de datos utiliza Trimmomatic para filtrar las lecturas cortas y de mala calidad de los archivos FASTQ

de entrada. A continuacion, se utiliza BBDuk para eliminar la mayoria de las lecturas, si se selecciona un genoma de huésped en el
formulario de entrada, y cualquier lectura de ARNr residual. Por Ultimo, las lecturas filtradas se procesan con Kaiju para obtener una
estimacion de la composicion taxondémica de la muestray con HUMANN 3 para cuantificar la expresiéon de grupos funcionales de
genes, como familias de genes, vias metabdlicas y términos de ontologia génica (GO, gene ontology).
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Figura 5: Visualizacién de datos con la aplicacién BaseSpace Microbiome Metatranscriptomics App. (A) Gréfico de barras de la
distribucion de las lecturas tras la eliminacion de ribosomas, donde la barra verde indica las lecturas de interés; (B) grafico de Krona
gue muestra la abundancia taxonémica relativa de especies microbianas en el metagenoma; (C) representacion gréfica de vias
metabdlicas activas desglosadas en funcion de la contribucion de especies bacterianas individuales para cada una de las vias.
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Resumen Datos para realizar pedidos
Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit permite a los

investigadores trabajar con el microbioma humano para T N.ode
optimizar su investigacion metatranscriptémica mediante referencia

la eliminacion del ARNr bacteriano y del huésped antes : ) : ) )
Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit

de la secuenciacion del ARN. Los juegos ampliados de (Standalone) 20072062
sondas de captura incluidos en este kit son selectivos

del ARNr humano y de miles de cepas bacterianas, de Total RNA Library Prep with Ligation, 20072063
modo que eliminan de forma eficaz el ARNr no deseado Ribo-Zero Plus Microbiome Depletion Kit

de muestras complejas en aproximadamente 40 minutos.
El acceso a la aplicacion BaseSpace Microbiome
Metatranscriptomics App simplifica el analisis de

datos y la visualizacién, con lo que se consigue un

flujo de trabajo optimizado, del ARN al analisis, para

la investigacién metatranscriptémica.

Informacion adicional

lllumina Ribo-Zero Plus rRNA Depletion Kit, illumina.com/
products/by-type/accessory-products/ribo-zero-plus-
rrna-depletion

lllumina Stranded Total RNA Library Prep with Ligation,
illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-
prep-kits/stranded-total-rna-prep

illumina

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