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the number of times 
a nucleotide is readduring the sequencing process



Applications

Epigenetica

Espressione
genica

Caratterizzazio
ne regioni di 
interazione 
DNA-proteine



Applications: genomes, exomes, 
transcriptomes





Preparazione della library 



Preparazione della library 

Il DNA va pre-processato prima di essere sequenziato

Passaggi:

1. Frammentazione (fisica o enzimatica)

2. Le estremità dei frammenti vengono riparate e rese «blunt» o con 
specifici nucleotidi terminali (es A o T)

3. Alle estremità vengono legati degli adattatori specifici per ogni NGS 
technology



Preparazione della library 



Preparazione della library 



Preparazione della library: Illumina 



Preparazione della Preparazione della library: Illumina 
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Gli adattatori P5 e P7 servono per legare il frammento da sequenziare 
alla flow cell dove ci sono delle sequenze complementari e servono 
anche da primer 













Summary 
(NB: i numeri sono indicativi, dipendono molto dalle condizioni che 
si usano per il sequenziamento)

Detection Run time Read 
lenght 
(bp)

Reads 
per run

Output 
per run

Roche FLX Pyrophos 
release

23 h 700 1 million 700 Mb

Junior Pyrophos 
release

10 h 400 0.1 
million

40 Mb

Life 
Technologi
es

Ion 
Torrent

H+ release 4 h 200-400 4 million 1.5-2 Gb

Proton H+ release 4 h 125 60-80 
million

8-10 Gb

Illumina/S
olexa

Hiseq2
00/250
0

Fluorescenc
e: reversible 
terminators

12 days 2 x 100 3 billion 600 Gb

MiSeq 65 h 2 x 300 25 million 15 Gb

http://www.molecularecologist.com/next-gen-fieldguide-2014/
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Graph showing the evolution of the cost of sequencing a human genome from 2001 
until today. Costs have sharply decreased over the recent years thanks to the 
appearance of next-generation sequencing (NGS) technologies and their subsequent 
upgrades. Very recently, the milestone of the US$1000 genome has been reached with 
Illumina’s HiSeq X Ten system 

van Dijk et al. TIG 2014




