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	  Sequencing	  Pla=orms	  

Illumina	  HiSeq	  2500	  x	  2	  
Illumina	  HiSeq	  2000	  x	  1	  
Illumina	  HiSeq	  4000	  x	  2	  	  

Illumina	  MiSeq	  x	  3	   PacBio	  RSII	  x	  1	  
PacBio	  Sequel	  x	  1	  

OpGen	  Argus	  x	  1	  

Sequencing	  Pla=orms	  

Bionano	  Op*cal	  mapping	  x	  1	  

Oxford	  Nanopore	  MinIon	  x	  …	  



Sequence	  history	  







• 	  Capillary	  Sequencing	  (Sanger	  sequencing)	  
	  
• 	  Next	  Gen	  Sequencing	  Pla8orms	  
Ø Illumina	  
Ø Pacific	  Biosciences	  

DNA	  sequencing	  



Hydrogen	  bond	  

phosphodiester	  bond	  



1.   De	  novo	  
A	  species	  genomic	  sequence	  allows	  gene*c	  analysis.	  	  
	  

2.   Re-‐sequencing	  
Understand	  the	  nature	  of	  gene*c	  varia*on	  –	  popula*on	  

gene*cs	  
	  

3.   Coun+ng	  
Func*onal	  genomics	  e.g.	  gene	  expression	  etc.	  

Why	  sequence?	  



Capillary	  Sequencing	  
The	  DNA	  sequencing	  technology	  
developed	  by	  Fred	  Sanger	  in	  1977	  
is	  know	  as	  the	  dideoxy	  method,	  
the	  chain	  termina*on	  method,	  or	  
the	  Sanger	  sequencing	  method.	  
	  
Based	  on	  the	  technique	  of	  
separa*on	  by	  electrophoresis.	  	  
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DNA	  nucleo*de	  binding	  	  





5’	  

dNTPs	  

Capillary	  Sequencing	  –	  Chain	  Termina*on	  
Key	  principle	  of	  Sanger	  sequencing	  is	  the	  use	  of	  (radioac*ve	  or	  
fluorescence)	  labelled	  dideoxy	  NTPs	  (ddNTPs)	  which	  terminate	  
elonga*on	  of	  a	  DNA	  fragment	  	  

PPP	   O	  
Base	  

O	  

PPP	   O	  
Base	  5’	  

ddNTP	  
Labelling	  

H	   No	  3'	  hydroxyl	  group	  
Termina*on	  of	  elonga*on	  

Normal	  and	  labelled	  ddNTPs	  	  in	  reac*on	  

H	   3’	  
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	  -‐-‐-‐	  No	  phophodiester	  bond	  -‐-‐-‐	  	  

Sanger	  sequencing	  principle	  

Amplifica*on	  is	  stopped	  for	  THIS	  molecule	  



Add:	  	  
-‐  DNA	  polymerase	  
-‐  dNTPs	  
-‐  primer	  
-‐  ddNTPs	  (5%)	  
-‐  Buffer	  

AGCTGTCATGCAACGTCGTATGAC	  
GTACGTTG	  *	  

AGCTGTCATGCAACGTCGTATGAC	  
GTT	  *	  

AGCTGTCATGCAACGTCGTATGAC	  
GTACGTTGCA	  *	  

GTACGTTG	  (14nt)	  *	  

GTT	  (9nt)	  *	  

GTACGTTGCA	  (16nt)	  *	  

*	  
*	  

*	  
*	  

Separate	  and	  detect	  fluorescent	  labeled	  
molecules	  	  



T	  5’	  -‐	  	  CCATCACGTATGC	  	  	  
3’	  -‐	  GGTAGTGCATACGAAGGACCCCTGTT	  -‐5’	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTC	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTCC	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTCCT	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTCCTG	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTCCTGG	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTCCTGGG	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTCCTGGGG	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTCCTGGGGA	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTCCTGGGGAC	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTCCTGGGGACA	  
	  	  	  	  	  	  	  	  CCATCACGTATGCTTCCTGGGGACAA	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Template	  

DNA	  polymerase	  

Chain	  Termina*on	  

C	  T	  
C	  

T	  

A	  

G	  
A	  

G	  

T	   T	  
C	  

C	  T	  
dNTPs	  and	  ddNTPs	  (5%)	  





Capillary	  Sequencing	  
Capillary	  

Detector	  

-‐	   +	  

Chromatogram	  



ABI	  3730	  
• 	  Individual	  reac*on	  
• 	  0.0001	  Gb/Run	  
• 	  1000	  bp	  reads	  
• 	  1-‐2	  hour	  run	  *me	  
• 	  Fast	  and	  easy	  for	  individual	  samples	  
• 	  Accurate	  
• 	  Easy	  adop*on	  
• 	  Robust	  technology	  
• 	  Out	  dated!!	  



Ques*on:	  
1)  How	  can	  you	  explain	  the	  following	  sanger	  sequence	  chromatogram?	  



2	  copies	  of	  the	  chromosome	  in	  one	  cell	  
Amplify	  the	  gene	  by	  PCR	  
à homozygous:	  these	  tow	  copies	  are	  

IDENTICAL	  
à Heterozygous:	  these	  two	  copies	  are	  NOT	  

iden*cal	  (SNPs)	  

C	  

T	  

C	  

C	   Homozygous	  

Heterozygous	  
chr1	  
chr1	  

chr1	  
chr1	  



Illumina	  	  
Pacific	  Biosciences	  (PacBio)	  

Next	  Gen	  Sequencing	  (NGS)	  Pla8orms	  
	  



Illumina	  Sequencing	  	  

Has	  become	  the	  most	  popular	  next	  
genera*on	  sequencing	  pla8orm.	  
	  
Synthe*c	  sequencing	  using	  fluorescent	  
reversible	  terminator	  technology.	  	  
	  





Illumina	  Sequencing	  

PPP	   O	  
Base	  

3’OH	  

5’	  
PPP	   O	  

Base	  5’	  

dNTP	   Illuminas	  modified	  NTP	  

Cleave	  

Reversible	  terminator	  

Fluorescent	  	  
dye	  

Every	  single	  base	  labelled	  (Each	  of	  the	  4	  bases	  have	  a	  different	  
fluorescent	  dye)	  
Every	  base	  has	  a	  terminator	  group	  -‐cleaved	  off	  aper	  each	  round	  
of	  sequencing	  	  	  
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Cleave	  the	  fluorescent	  dye	  
Repair	  the	  3’	  end	  to	  make	  it	  “normal”	  nucleo*de	  	  



G
A
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T
C

G

A

A
G

T

C

Illumina	  Base	  Calling	  

G	  

Cycle	  1	  

Cycle	  2	  

Cycle	  3	  

Aligned	  to	  consensus	  

T	  A....	  



Illumina	  library	  
Genome	  

Fragment	  Genome	  
50	  to	  500bp	  

A	  tailing	  to	  the	  3ʹ′-‐
end	  of	  each	  DNA	  

fragment	  
	  

A	  
A	  

End	  Repair	  :DNA	  ends	  
are	  blunted	  and	  
phosphorylated	  

	  



A	  
A	  

Illumina	  library	  

A	  
A	  

A	  
A	  T	  
T	  

T	  

P7	  adapter	  

T	  

P5	  adapter	  

barcode	  



Illumina	  library	  

A	  
A	  T	  
T	  

A	  

A	   T	  

T	   A	  
A	   T	  P7	  	   P5	  	  

A	  billion	  *mes,	  coverage	  the	  en*re	  genome	  



T	   P7	  	  P5	  	  

	  5’-‐	  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*	  T	  3’	  

	  5’-‐	  /5Phos/GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC	  BC	  ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTT*G	  3	  

A	  
A	  
T	  

Read	  1	  	   Index	  read	  1	  	  

Read	  2	  	  

unknown	  



























Tens	  of	  millions	  clusters	  per	  lane	  



Illumina	  Sequencing	  

Primers	  and	  modified	  labelled	  
nucleo*des	  added	  

Capture	  

A	  Repeat	  

T	  
G	  

Cleave	  



Illumina	  -‐	  HiSeq	  

• 	  2	  Tb/Run	  (8	  lanes,	  2	  flow	  cells)	  
• 	  up	  to	  150	  bp	  reads	  
• 	  12	  day	  run	  *me	  /	  24hrs	  on	  Rapid	  Mode	  
• 	  High	  throughput	  
• 	  Low	  error	  rate	  (0.1%)	  
• 	  Simple	  data	  format	  
	  



Illumina	  -‐	  Miseq	  

• 	  15	  Gb/Run	  	  
• 	  up	  to	  300	  bp	  reads	  (longer	  reads)	  
• 	  1	  day	  run	  *me	  (shorter)	  
• 	  Low	  error	  rate	  (0.1%)	  
• 	  Simple	  data	  format	  



???	  

My	  supervisor	  gave	  me	  the	  task	  to	  find	  out	  how	  many	  samples	  (Arabidopsis,	  ~135Mb	  
genome)	  he	  can	  run	  on	  one	  HiSeq	  lane	  in	  order	  to	  get	  40x	  coverage	  for	  each	  genotype.	  	  
He	  wants	  to	  use	  it	  for	  de	  novo	  assembly.	  	  
	  
•  1	  Hiseq	  lane	  produces	  50Gbase	  /	  lane	  
	  
•  How	  many	  Arabidopsis	  samples	  can	  he	  pool??	  
	  	  

	  135Mb	  x	  40	  =	  5.4	  Gb	  	  50/5.4	  =	  9.25	  samples/lane	  	  



Pacific	  Biosciences	  (PacBio)	  

*	  Pyrosequencing	  in	  a	  zero	  mode	  waveguide	  (ZMW)	  
	  
*	  Single	  molecule	  real	  *me	  sequencing	  (SMRT)	  	  
	  
*	  Accuracy	  ~85%	  

*	  Sequencing	  of	  long	  DNA	  molecules	  (20kb)	  

*	  Very	  suitable	  for	  sequencing	  repeats,	  cap	  filling	  
and	  GC	  rich	  genomes	  

	  





5’	  Fluorescent	  	  
dye	   PPP	   O	  

Base	  

O	  H	   3’	  

PacBio	  Phospho-‐Linked	  Nucleo*des	  

During	  polymerase	  cleaves	  away	  fluorescent	  label,	  leaving	  natural	  DNA	  

PacBio	  vs	  Sanger	  

PPP	   O	  
Base	  5’	  

Fluorescent	  	  
dye	  

H	   No	  3'	  hydroxyl	  group	  
Termina*on	  of	  elonga*on	  

Sanger	  ddNTPs	  
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Pacific	  Biosciences	  
Uses	  a	  zero	  mode	  waveguide	  (ZMW)	  to	  guide	  light	  energy	  
to	  a	  single	  DNA	  polymerase	  with	  a	  single	  DNA	  template	  

70nm	  hole	  in	  
Aluminium	  

100nm	  



SMRT	  adapter	   SMRT	  adapter	  



AAAA	   CCCC	  

GGGG	  TTTT	  

TTTT	   TTTT	   TTTT	  CCCC	   CCCC	  



TTTT	   TTTT	   TTTT	  CCCC	   CCCC	  

unknown	  

adapter	  

unknown	  

adapter	  

unknown	  

adapter	   adapter	  

unknown	   unknown	  

*	  
*	  

*	  

*	  
*	  

85%	  
85%	  
85%	  
85%	  

99.9%	  





GC	  bias	  –	  rela+ve	  coverage	  

0	  

0.5	  

1	  

1.5	  

2	  

2.5	  

3	  

3.5	  

40	   60	   80	   100	  

AmpFree	  
Kappa	  HiFi	  
Amplifica*on	  
Pacbio	  



True	  single	  molecule	  sequencing	  
0.5	  Gb/SMRTcell	  
Upto	  20kb	  reads	  
3hr	  run	  *me	  
Error	  rate	  ~15%	  (can	  be	  decreased	  
mul*ple	  passes)	  
	  

Pacific	  Biosciences	  



hyp://www.youtube.com/watch?v=_B_cUZ8hSYU	  
	  
	  
hyp://www.youtube.com/watch?v=v8p4ph2MAvI	  



• 	  Capillary	  sequencing	  
• 	  NGS	  pla8orms	  

Ø 	  Illumina	  	  
Ø 	  Pacific	  Biosciences	  

Summary	  



Different	  types	  of	  libraries	  



Mate	  pair	  library	  

Mate	  pair	  library	  is	  very	  helpful	  in	  de	  
novo	  sequencing;	  assembly	  genomes	  to	  
sequence	  repeats.	  







Exome	  sequencing	  



Only	  sequence	  data	  from	  regions	  
of	  interest:	  
-‐  Certain	  chromosomes	  
-‐  Gene	  families	  
-‐  Genes	  involved	  in	  cancer	  
-‐  Etc…	  



RenSeq	  (Resistance	  Enrichment	  Sequencing)	  

•  In	  potato	  ~	  475	  resistant	  gene	  present	  
•  One	  or	  few	  R	  genes	  give	  resistance	  to	  Pi	  
•  RenSeq	  =	  a	  method	  to	  quickly	  iden*fy	  the	  R	  genes	  that	  

gives	  resistance	  to	  phytophthora	  infestans	  (or	  any	  other	  
pathogen)	  	  





resistant	   suscep*ble	  



x	   r	   r	  

R	   Rr	   Rr	  

r	   rr	   rr	  

sus	   res	   sus	   res	  F1	  cross	  

parents	  



acgtgtagtcgtagcgtac	  
	  	  cgtgtagtcgtagcgtacg	  

	  	  agtctgaccacgtgtagtcg	  
tcgtagcctacgtgatgataaata	  

tagtcgtagcctacgtgatgataa	  

tagcgtacgtgatgataaata	  

ccacgtgtagtcgtagcctacgt	  

BR	  

acgtgtagtcgtagcgtac	  
	  	  cgtgtagtcgtagcgtacg	  

	  	  agtctgaccacgtgtagtcg	  
tcgtagcgtacgtgatgataaata	  

tagtcgtagcgtacgtgatgataa	  

agcgtacgtgatgataaata	  

ccacgtgtagtcgtagcgtacgt	  

BS	  

50%	  

50%	  

100%	  

recombina*on	  

BS	  

BR	  

8/2	  

7/3	  
5/5	  

6/4	  

9/1	  
10/0	  

8/2	  

6/4	  

sus	  :	  res	  ra*o	  =	  100	  :	  0	  	  

sus	  :	  res	  ra*o	  =	  50	  :	  50	  	  





(a	  +	  c)	  =	  quick	  mapping;	  map	  reads	  to	  DM	  R	  genes	  
(b	  +	  d)	  =	  gene	  specific	  mapping;	  reads	  from	  BS	  were	  used	  for	  de	  novo	  assembly	  
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Also	  for	  discovery	  of	  un-‐known	  R	  genes	  

Green	  =	  known	  R	  genes	  
Purple	  =	  newly	  iden*fied	  R	  genes	  
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