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Secuenciacion por Terminadores (Sanger)
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Secuenciacion por Terminadores (Sanger)
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1.- Secuenciacion de Primera Generacion
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Fuente: Shendure et al., 2017



Secuenciacion por Terminadores (Sanger)

Utiliza didesoxinucledtidos marcados como terminadores.
Staden desarrolla el shotgun sequencing en 1979.
Applied Biosystems automatiza el proceso, llegando a 1000 bases por dia en 1986.
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Fig. 2 Results of Sanger Sequencing

Fuente: Genomeprecision



Next Generation Sequencing (NGS)

Number of DNA Strands Sequenced

NGS
Billions of Strands
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2.- Secuenciacion de Segunda Generacion (NGS)

(Secuenciacion masiva en paralelo)
Claves NGS:

De un tubo por reaccion a librerias de ADN
inmovilizadas en una estructura bidimensional
(multiplex).

De la clonacién a la amplificacion in vitro.

De la electroforesis a |la medicion de productos de
reacciones quimicas.



SECUENCIACION POR SINTESIS
(SBS: Sequencing By Synthesis):

- Amplificaciéon en Puente:

- PCR en Emulsion:

- Solexa (lllumina)

- Pirosecuenciacién 454 (Life Sciences, Roche).
- lon Torrent (Thermo Fisher).



Fases Comunes SBS

- PREPARACION DE LAS LIBRERIAS

- CLUSTERIZACION
- SECUENCIACION
- ANALISIS DE SECUENCIAS



SOLEXA (lllumina)

lllumina, fundamentos:
https://youtu.be/fCd6B5HRaZ8?si=xtdajh9xyeCQSspE

https://youtu.be/HMyCqWhwB8E?si=TVr1b1HhC-SGUGRIJ



https://youtu.be/fCd6B5HRaZ8?si=xtdajh9xyeCQSspE
https://youtu.be/HMyCqWhwB8E?si=TVr1b1HhC-SGUGRJ

2.- Secuenciacion de Segunda Generacion (NGS)

(Secuenciacion masiva en paralelo)
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Next Generation Sequencing (NGS)

Library Preparation
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Next Generation Sequencing (NGS)
Sequencing by Synthesis (SBS)

Cluster

Clonal Amplification
PCR at a /%
Single Temperature

Annealing
Exftension

Mel'l"ma

Amplificacion en puente + amplificacion
clonal masiva



Next Generation Sequencing (NGSs)
‘ Se.q'ue.nc'ma b3 53n'l‘he.5'15 (sBS)

Forward Strand
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* Terminator

Fluorescent
Nucleotides

ay c?P
TP AP

DNA Po\gme.rqse.



ecuenciacion en
paralelo




Next Generation Se.q,ue.nc'ms (NGS)
Sequencing by Synthesis (SRS)

Paired End
Second Index

Reverse Strand

Unique Dual

\Indexes
384 samples/flowcell



Next Generation Seqvue.ncins (NGS)
Sequencing by Synthesis (sRS)

Paired End
Second Index
Reverse Strand




Next Generation Se.qvue.ncins (NGS)

Filtering and Mapping
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Pirosecuenciacion 454 (Life Sciences)

Pirosecuenciacion, QIAGEN, fundamentos:
https://youtu.be/bNKEhOGvcal?si=hDoChspi8-mfLjw5



https://youtu.be/bNKEhOGvcaI?si=hDoChspi8-mfLjw5

DNA to be sequenced
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Emulsion PCR

Emulsion

Each droplet of water has a
bead (coated with primer),
fragment of genomic DNA and
other ingredients of PCR

. Quick Biochemistry Basics
= 160 K suscriptores



Pirosecuenciacion 454 (Life Sciences)




Pirosecuenciacion 454 (Life Sciences)
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1. Polymerase 2. Sulfurylase 3. Luciferase | Light Peak
L ]
Apyrase
Enzyme b

Label

Si se afade un nucledtido, se produce la liberacion de un pirofosfato.

La ATP sulfurilasa lo transforma en ATP.

Esta reaccion se acopla a la luciferina.

La luciferasa produce |la emision de una senal luminosa.

La sefal luminosa es equivalente al numero de nucledtidos incorporados.
Tras cada ciclo, la apirasa retira todos los pirofosfatos existentes en el pocillo.



lon Torrent (Thermo Fisher)

lon Torrent de Thermo Fisher:
https://youtu.be/VUO-GYwAIp4?si=h87AfR8hKc4iHIV

lon Torrent, fundamentos:
https://youtu.be/zBPKiOmMcDg?si=KBJW5yBUhol9apHh



https://youtu.be/VUO-GYwAlp4?si=h87AfR8hKc4iHlV_
https://youtu.be/zBPKj0mMcDg?si=KBJW5yBUhoI9apHh

lon Torrent (Thermo Fisher)

La deteccion no es
fluorescente; estd basada
en semiconductores

Goodwn S ot al Nt Rev Gene. 2010



lon Torrent (Thermo Fisher)

Se incorpora un
tipo de
nucledtido por
ciclo

Si hay union se libera un H, que
produce una sefal (cambios de
pH en el medio) que se registra



lon Torrent (Thermo Fisher)




3.- Secuenciacion de Tercera Generacion

Secuenciacion en Tiempo Real:
- SMRT (Single Molecule Real Time sequencing) PacBio (Pacific Biosciences).

Nanoporos:

- Nanopore, MinlON (Oxfo‘rs(\j&.?o\_\N\ER

pSh®



PacBio (Pacific Biotechnology)

SMRT sequencing, fundamentos:

https://youtu.be/NHCJ8PtYCFc?si=HJfAsPmKThS8b1v)

PacBio, fundamentos:

https://youtu.be/ ID8JyAbwEo?si=ALOWYSXJ2SUtvOB



https://youtu.be/_lD8JyAbwEo?si=ALOWySXJ2SUtvOB_
https://youtu.be/NHCJ8PtYCFc?si=HJfAsPmKThS8b1vJ

PacBio

SMRT Sequencing: Single
Molecule Real-Time Sequencing

DNA genémico L =3

Ligar adaptadores

C—— O
C/

DNA polimerasa ©29
+ primer

SMRT bell

Science, 323: 133-138



PacBio (Pacific Biotechnology)

con nucleotidos
fluorescentes

Secuenciacion de
ambas cadenas del
DNA original en
cada ZMW

Genomics Proteomics Bioinformatics, 13: 278-289



3.- Secuenciacion de Tercera Generacion

Fuente: Shendure et al., 2017



Nanopore (Oxford)

Nanopore, fundamentos:
https://youtu.be/RcP85JHLmnI?si=ahTB1ZRa1NtU5n2M



https://youtu.be/RcP85JHLmnI?si=ahTB1ZRa1NtU5n2M
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Nanopore (Oxford)

-
>
Q
O
9
O
©
i)
(7))
Q
()
Vg

flujo de iones
constante.




Nanopore (Oxford)

Cada vez que una
molécula pasa por el
poro, la corriente se
interrumpe.
Tenemos en cuenta
la intensidad del
blogueo (current
blockage) y la
duracién (dwell
time).



Nanopore (Oxford)
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Nanopore (Oxford)
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Nanopore (Oxford)

La proteina motora
acerca el ADN al
poro gue, por
afinidad del otro
adaptador, se
introduce en el
poro.



Nanopore (Oxford)




Nanopore (Oxford)




Nanopore (Oxford)
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