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Secuenciación del ADN

• Secuenciación de 1era generación

• Método de Fred Sanger

• Método enzimático de secuenciación

Proyecto Genoma Humano

• Secuenciación de 1era generación

• Secuenciación de Nueva Generación

• Secuenciación de 2da y 3era Generación …



• 1949-1955 - Sanger secuencia la primer proteína

• Insulina

• 1965 - Primer molécula de ARNt  secuenciada (140 kg de levadura <- 1 gramo de ARNt puro).

• Se necesitaron de 5 personas trabajando durante 3 años para determinar 

los 76 nucleótidos.

• 1970 -  Se descubren la enzimas de restricción tipo II

• Cortan el ADN de manera secuencia específica de 4-6 pb.

• 1972 - Walter Fiers secuenció el primer gen de ARN el operon lac de E.coli.

• 1977 - Maxam AM, Gilbert W. A new method for sequencing DNA. Proc Natl Acad Sci

• 1977 - Sanger F, Nicklen S, Coulson AR. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. Proc Natl Acad Sci

Breve reseña histórica de la Secuenciación



¿Quiénes fueron los pioneros en esta materia?

• Frederick Sanger 1918 – 2013

• Walter Gilbert 1932

• Ganaron el premio Nobel en 1980



https://basicmedicalkey.com/synthesis-of-dna/

¿Cómo secuenciamos el ADN?



Secuenciación del ADN

• Método Enzimático de secuenciación (síntesis)  - “Terminación de Cadena”

• Fred Sanger (1977)

• Utiliza trazas de dideoxynucleótidos para realizar la secuenciación, estos producen la 

interrupción enzimática de la prolongación de la cadena de ADN.



Método de Secuenciación de Fred Sanger



https://sciencemusicvideos.com/ap-biology/genetic-engineering-and-biotechnology/sequencing/

Método de Secuenciación de Fred Sanger



https://sciencemusicvideos.com/ap-biology/genetic-engineering-and-biotechnology/sequencing/

Método de Secuenciación de Fred Sanger



Método de Secuenciación de Fred Sanger

• Cada reacción tendrá: 

• ADN Polimerasa

• dNTPs marcados radiactivamente con fósforo 32

• Trazas de un ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP)

• Oligonucleótido (primer)

• Cada una de las condiciones (tubos) es sometida a separación 

en gel de electrophoresis (poliacrilamida).

• Finalmente se revela el marcado en placa fotográfica.



▪ 4 carriles uno por cada

nucleótido (A, T, C y G).

▪ Revelado en placa fotográfica.

▪ Escalera de fragmentos que

difieren en un solo nucleótido.

▪ Leemos desde abajo hacia

arriba la secuencia, desde el

fragmento más corto al más

largo.



Ejercicio: secuenciación Sanger

A C G TddNTP:

Hebra molde



1. ¿Cuál es la secuencia obtenida?

A: 5’ AGTCGAGCTTAG 3’

B: 5’ CTAAGCTCGACT 3’

C: 5’ GATTCGAGCTGA 3´

D: 5’ TCAGCTCGAATC 3’

2. ¿Cuál es la secuencia molde secuenciada?

A: 5’ AGTCGAGCTTAG 3’

B: 5’ CTAAGCTCGACT 3’

C: 5’ GATTCGAGCTGA 3´

D: 5’ TCAGCTCGAATC 3’
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C: 5’ GATTCGAGCTGA 3´

D: 5’ TCAGCTCGAATC 3’

2. ¿Cuál es la secuencia molde secuenciada?

A: 5’ AGTCGAGCTTAG 3’

B: 5’ CTAAGCTCGACT 3’

C: 5’ GATTCGAGCTGA 3´

D: 5’ TCAGCTCGAATC 3’



1. ¿Cuál es la secuencia obtenida?

A: 5’ AGTCGAGCTTAG 3’

B: 5’ CTAAGCTCGACT 3’

C: 5’ GATTCGAGCTGA 3´

D: 5’ TCAGCTCGAATC 3’

2. ¿Cuál es la secuencia molde secuenciada?

A: 5’ AGTCGAGCTTAG 3’
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Ejercicio: Resolución



5.368 pb

Primer Genoma Secuenciado



Secuenciación del ADN
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Genomas



Genomas



Secuenciar el Genoma Humano

• Son 3.000.000.000 pares de bases.

• Fuente Calibri 12 …. Palabra de 9 km de largo …

• 200 libros aprox.

Genoma Humano es aprox. 526.315 veces mas grande que el genoma del bacteriófago !!!



Automatización de la Secuenciación de Sanger



Automatización de la Secuenciación de Sanger



Automatización de la Secuenciación de Sanger

• L. Hood and M. Hunkapiller se asociaron con Applied 

Biosystems, Inc. (ABI) 1987. 

• ABI 370 (16 geles electroforesis en paralelo)

• 200-400 pares de bases

• Realizaron dos grandes mejoras:

• Marcación fluorescente de los ddNTPs.

• Análisis informático de los datos.



Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer Gel de secuenciación de electroforesis



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC30412/

Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer 

• Largo de lecturas de 500 – 1000 pb.

• Paralelización de reacciones, hasta 96 

capilares.

• Procesa desde 0.5 a 2 Mbases por día.

• Bajó de 18hrs a 3hrs de corrida

• Costo por Mbases aprox. USD 800.



• Ensamblado de secuencias al definir solapamientos entre fragmentos de ADN.

• Traducción de secuencias de ADN en los 6 marcos abiertos de lectura.

• Uso de codones, %GC, definición de sitios para enzimas de restricción.

• El ensamblador de Staden aumentó 10 veces la capacidad de secuenciación dando lugar a la era Genómica.

http://staden.sourceforge.net/



Automatización de la Secuenciación de Sanger

• La secuenciación de Sanger se utilizó para la secuenciación en diferentes proyectos.

• 1er Genoma mitocondrial humano (1981)

• Anderson S, et al. Sequence and organization of the human mitochondrial genome. Nature.

• 1er Genoma bacteriano (Haemophilus influenza, 1995)

• Fleischmann RD, et al. Whole-genome random sequencing and assembly of Haemophilus influenzae Rd. 

Science.

• 1er Genom Eucariota (Saccharomyces cerevisiae, 1996) 

• Goffeau A, et al. Life with 6000 genes. Science.

• 1er Genoma Multicelular (Caenorhabditis elegans, 1998)

• TCESC. Genome sequence of the nematode C. elegans: a platform for investigating biology. Science.

• 1er Genoma de Planta (Arabidopsis thaliana, 2000)

• TAGI. Analysis of the genome sequence of the flowering plant Arabidopsis thaliana. Nature.

• Genoma Insecto (Drosophila melanogaster, 2000) 

• Adams MD, et al. The genome sequence of Drosophila melanogaster. Science.



Proyecto Genoma Humano (PGH)
• El Proyecto Genoma Humano fue un proyecto de investigación científica con el objetivo de determinar la secuencia del

ADN, identificar y cartografiar los aproximadamente 25.000 genes del genoma humano desde un punto de vista físico

y funcional.

• El proyecto, dotado con 3000 millones de dólares, fue fundado en 1990 bajo la dirección del doctor Francis Collins.

Involucró centros de investigación de los Estados Unidos, Canadá, Nueva Zelanda, Gran Bretaña y España.

• Se utilizó un método de secuenciación desarrollado por Frederick Sanger.

• Borrador inicial del genoma fue terminado en el año 2000.

• En febrero de 2001, las dos prestigiosas publicaciones científicas estadounidenses, Nature y Science, publicaron la

secuenciación definitiva del Genoma Humano, con un 99.9% de fiabilidad.

• El genoma completo fue presentado en abril del 2003.



Secuenciación Jerárquica



Proyecto Genoma Humano 
(PGH)



Proyecto Genoma Humano (PGH)

2001



Proyecto Genoma Humano (PGH)

Victor Llaca (April 20th 2012). Methods and Applications, IntechOpen, DOI: 10.5772/37918



Proyecto Genoma Humano (PGH)

3000 millones de dólares



Proyecto Genoma Humano (PGH)

El Proyecto del Genoma Humano, consorcio que trazó un mapa del
genoma humano en 1990-2001 (inversión: 3000 millones de
dólares). Por cada dólar invertido, se estima que hubo un retorno
de 141 dólares en nuevos medicamentos, productos, servicios y
empleo.
https://www.rdworldonline.com/how-important-is-rd-for-economic-growth/



Proyecto Genoma Humano (PGH)

Victor Llaca (April 20th 2012). Methods and Applications, IntechOpen, DOI: 10.5772/37918



National Human Genome 

Research Institute (NHGRI) 



La Nueva Generación . . .



Secuenciación del ADN

• Secuenciación de 1era generación

• Método de Fred Sanger

• Método enzimático de secuenciación

Proyecto Genoma Humano

• Secuenciación de 1era generación
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• Secuenciación de 2da y 3era Generación …



¿Qué trae de “nuevo” la nueva generación?

• El término secuenciación de nueva generación (NGS) hace referencia a las tecnologías de

secuenciación de ADN de alto rendimiento no basadas en Sanger. Millones o billones de

hebras de ADN pueden ser secuenciadas en paralelo.



NGS vs Sanger Sec



NGS vs Sanger Sec

Sin embargo, una desventaja de las tecnologías NGS fue sus lecturas relativamente cortas (35-100 pb), lo que

requirió el desarrollo de nuevos algoritmos de alineación



Preparación de Librerías

El proceso de construcción de la librería debe
garantizar una alta recuperación molecular de los
fragmentos originales (con bajo sesgo y alta
complejidad) para lograr la mayor cobertura
genómica con la menor cantidad de
secuenciación.

¿Cómo secuenciamos un 
fragmento de ADN no 

conocido?





van Dijk EL, et al. Exp Cell Res. 2014

Librerías de ADN



Head SR, et al. Biotechniques. 2014.



Palazzo AF., & Lee ES., et al. 2015

Diversidad de ARNs en la células 



Kukurba KR, et al. Cold Spring Harb Protoc. 2015 

¿Cómo 
seleccionamos los 
ARNs de interés?



van Dijk EL, et al. Exp Cell Res. 2014

Librerías de ARN



Gertz J, et al. Genome Res. 2012; Sultan M, et al. Biochem Biophys Res Commun. 2012

Librerías de ARN



Gertz J, et al. Genome Res. 2012; Sultan M, et al. Biochem Biophys Res Commun. 2012

Librerías de ARN



Ura, H., et al. Sci Rep (2022)

Estrategias para seleccionar ARNs de interés 

Tratamiento con 
DNAsas

Poly-A

Poly-A y sin Poly-A



Ura, H., et al. Sci Rep (2022)

Estrategias para seleccionar ARNs de interés 



Análisis de Integridad y 
cuantificación de ARN y ADN -

Bioanalyzer 2100



Análisis de ARN y ADN con Bioanalyzer 2100 - RIN

El número de integridad del ARN (RIN)

Medida de la integridad del ARN, un indicador de la

integridad del ARNm



Barcode: Durante la preparación de la
biblioteca antes de la secuenciación, se asigna
un código de barras específico
(6-8 nucleótidos [nt] de longitud) a cada
muestra.





Preparación de Librerías



Plataformas de Secuenciación

http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.69337



Escalado de la reacción de PCR y Secuenciación 
a picolitros (10-12) gran reducción de costo y tiempo.



454: secuenciación (Pirosecuenciación)



454: secuenciación (Pirosecuenciación)

• Medición de síntesis de pirofosfato:

• proceso de dos enzimas en el que se usa ATP sulfurilasa para convertir el pirofosfato en ATP, que luego se

usa como sustrato para luciferasa, produciendo luz proporcional a la cantidad de pirofosfato.

Principales beneficios:

Nucleótidos no modificados.

Medición en tiempo real.



454: secuenciación (Pirosecuenciación)

Ambardar S,et al. High Throughput Sequencing: An Overview of Sequencing Chemistry. Indian J Microbiol. 2016



454: secuenciación (Pirosecuenciación)



Ka-Chun Wong, et al. 2019. DNA Sequencing Technologies: Sequencing Data Protocols and Bioinformatics Tools. 



Expresa que aproximadamente cada dos años 

se duplica el número de transistores en un 

microprocesador.

Secuenciadores vs Ley de Moore



Plataformas de Secuenciación

doi: 10.1016/j.molcel.2015.05.004



Plataformas de Secuenciación

doi: 10.1016/j.molcel.2015.05.004



2da parte del Teórico





¿Cómo se clasifican las NGS?

• Por generaciones:

• 1era: Secuenciación de Sanger.

• 2da: Amplificación por PCR (emulsion o puente).

• 3era: Secuenciación de moléculas únicas.



¿Cómo se clasifican las NGS?

• Por generaciones:

• 1era: Secuenciación de Sanger.

• 2da: Amplificación por PCR (emulsion o puente).

• 3era: Secuenciación de moléculas únicas.

• Por el tamaño de la lectura (read):

• Cortos (35-600 pb)

• Secuenciamiento por síntesis (SBS).

• Secuenciamiento por ligación (SBL).

• Largos (1-100 kb)

• Single-molecule.



Características de los Secuenciadores de 2da Generación

• Necesitan de un paso de amplificación clonal.

• Emulsion PCR. (Emulsión)

• Bridge PCR. (Puente)

• Producen lecturas cortas.

• Single-end. (un Extremo)

• Paired-end. (ambos Extremos)

• Se clasifican en:

• Secuenciación por síntesis.

• Secuenciación por ligación.



Características de los Secuenciadores de 2da Generación

• Necesitan de un paso de amplificación clonal.

• Emulsion PCR. (Emulsión)

• Bridge PCR. (Puente)

• Producen lecturas cortas.

• Single-end. (un Extremo)

• Paired-end. (ambos Extremos)

• Se clasifican en:

• Secuenciación por síntesis.

• Secuenciación por ligación.



Emulsion PCR

Bridge PCR

https://doi.org/10.1016/j.ygeno.2015.11.003



Secuenciación por síntesis (SBS).

• En la secuenciación por SBS se utiliza una polimerasa y se sensa una señal

(fluoróforo o un cambio en la concentración iónica) que identifica la

incorporación de un nucleótido en una cadena que se está sintetizando



Plataformas de Secuenciación

http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.69337



Illumina

• Amplificación clonal de fragmentos de ADN ligados al adaptador

en la superficie de un portaobjetos de vidrio.

• Terminación cíclica reversible.

• Rondas progresivas de incorporación de las bases.

• Imágenes fluorescentes para determinar el nucleótido agregado.

• La plataforma MiSeq y HiSeqs son las más establecidas

Illumina/Solexa lanzaron el Genome Analyzer II en 2006, y los avances en la tecnología de Illumina han marcado

el ritmo de las reducciones en el costo.

La plataforma Illumina actualmente domina el mercado HTS.



Illumina: amplificación en cluster ó en puente (Bridge)



Illumina: amplificación en cluster ó en puente (Bridge)



Illumina: amplificación en cluster ó en puente (Bridge)



Illumina: secuenciación y análisis



Illumina: secuenciación y análisis



Illumina: secuenciación y análisis



48 genomas humanos (30x) en 48hrs

Costo total de corrida aprox. 25.000 USD

https://doi.org/10.1055/s-0039-1688446

NOVASEQ PLUS

200 USD 
x 

Genoma Humano



Plataformas de Secuenciación

http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.69337



Ion Torrent

El Ion Torrent fue la primera plataforma NGS sin detección óptica, acelerando drásticamente las ejecuciones de

secuenciación y reduciendo los costos.

Ion Torrent detecta los iones H + que se liberan a medida que se incorpora cada dNTP.

Life Technologies/ThermoFisher/Ion Torrent comercializó la tecnología de secuenciación de semiconductores de

Ion Torrent en 2010, secuenciador Ion PGM de mesada. 

La emulsión-PCR se usa para amplificar clonalmente fragmentos de ADN ligados al adaptador en la superficie de

las perlas.



Ion Torrent

Las perlas (Beads) se distribuyen posteriormente en micropocillos

donde se produce una reacción de secuenciación por síntesis.

Ion Torrent detecta los iones H + que se liberan a medida que se

incorpora cada dNTP.

Estos cambios de pH son detectados por un sensor ubicado en la parte

inferior del micropocillo y convertido en una señal de voltaje.

La señal de voltaje es proporcional al número de bases incorporadas.

La velocidad de secuenciación, 2-8 horas dependiendo de la máquina y

el chip utilizado, hace que estos secuenciadores sean particularmente

útiles para aplicaciones clínicas.



Ion Torrent



https://doi.org/10.1055/s-0039-1688446



Ion Torrent



Ion Torrent



Ion Torrent



ION S5 10-20 x PGM



ION CHEF

Automización en la construcción de Librerías







https://www.technologyreview.com/2017/07/12/150497/scientists-used-crispr-to-put-a-gif-inside-living-dna/ Shipman, S., et al. Nature, (2017)

https://www.technologyreview.com/2017/07/12/150497/scientists-used-crispr-to-put-a-gif-inside-living-dna/


Igual plataforma diferente librería

¿Está todo resuelto?



Secuencias repetidas

¿Está todo resuelto?



Secuencias repetidas



Isoformas de transcritos

¿Está todo resuelto?



Isoformas de transcritos
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• Método de Fred Sanger
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Proyecto Genoma Humano

• Secuenciación de 1era generación
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• Secuenciación de 2da y 3era Generación …



Amplificación por PCR vs molecula única
Largos vs cortos

Secuenciadores de 3era Generación



Plataformas de Secuenciación

http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.69337



Pacific Biosciences (PacBio): SMRT



Pacific Biosciences (PacBio) : SMRT

• La secuenciación de una sola molécula en tiempo real (SMRT) fue iniciada por 

Nanofluidics, Inc. y comercializada por Pacific Biosciences en 2010.

• La preparación del molde implica la unión de adaptadores de horquilla a los extremos de las moléculas de 

ADN o ADNc, generando un molde capeado (SMRT-bell).

• Se evita la amplificación clonal, permitiendo la secuencia directa del ADN.

• La síntesis de ADN ocurre en cámaras del tamaño de un zeptolitro (ZMW, zeptolitro = 10-21), en las que 

una sola polimerasa se inmoviliza en el fondo de la cámara.

• La polimerización ocurre continuamente con nucleótidos fluorescentes y la secuencia de ADN se puede 

leer en tiempo real a partir del registro de las señales fluorescentes.

• Las lecturas (reads) promedio son> 14 kb, pero las lecturas individuales pueden ser de hasta 60-100 kb



Pacific Biosciences: SMRT

Lecturas de 10-15kb hasta 80kb

Error base calling aprox. 10%



Pacific Biosciences: SMRT
• Los nucleótidos incorporados se detectan mediante la detección de imágenes

en tiempo real durante la síntesis de la cadena.
• El ADN molde formándose en el sitio activo de la polimerasa, se puede registrar un

pulso de intensidad de fluorescencia para el fluoróforo correspondiente.

• Tal emisión de luz dura algunos milisegundos y será detectada por el sensor ZMW.

• Se elimina el fluoróforo y se repite el ciclo

10.1146/annurev-anchem-062012-092628



Pacific Biosciences: SMRT
• Los nucleótidos incorporados se detectan mediante la detección de imágenes

en tiempo real durante la síntesis de la cadena.
• El ADN molde formándose en el sitio activo de la polimerasa, se puede registrar un

pulso de intensidad de fluorescencia para el fluoróforo correspondiente.

• Tal emisión de luz dura algunos milisegundos y será detectada por el sensor ZMW.

• Se elimina el fluoróforo y se repite el ciclo

10.1146/annurev-anchem-062012-092628



Plataformas de Secuenciación

http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.69337



Oxford Nanopore Technologies

• La tecnología de Oxford Nanopore (2014), es una célula de flujo de secuenciación con

cientos de microporos independientes, cada uno con una bicapa sintética perforada por

nanoporos biológicos.

• La secuenciación se logra midiendo cambios característicos en la corriente inducidos por

como las bases pasan a través del poro mediante una proteína motora molecular.

• La preparación de la biblioteca es mínima, la ligación de adaptadores al igual que la secuenciación SMRT, esta metodología de 

preparación de la biblioteca se puede hacer con o sin amplificación por PCR.

• El primer adaptador está unido a una enzima motora.

• El primer dispositivo comercialmente disponible para la secuenciación de nanoporos es el MinION, un secuenciador portátil 

alimentado por USB.

• Corre en 48 horas y puede producir > 90 Mb de datos con lecturas medias y máximas de 6 kb y >60 kb, respectivamente.



Oxford Nanopore Technologies

10.1161/CIRCRESAHA.113.300939



Oxford Nanopore Technologies

Lecturas de hasta 1Mb

Error base calling aprox. 5-15% 1D y aprox. 3% 2D







VolTRAX: 

automated sample and library preparation 

without human intervention







Isoformas de Transcritos Regiones de %GC extremos

https://doi.org/10.1055/s-0039-1688446



2022

El consorcio Telómero a telómero (T2T) presenta una secuencia completa
de 3055 millones de pares de bases de un genoma humano.
Introduce casi 200 millones de pares de bases (8% del genoma) que
contienen 1956 genes, 99 de los cuales se prevé que codifiquen proteínas.

Regiones resueltas:
• satélites centroméricos
• duplicaciones segmentarias
• brazos cortos de los cinco cromosomas acrocéntricos,

https://doi.org/10.1126/science.abj6987



2022

No capta la diversidad completa de la variación 
genética humana.

 
The Human Pangenome Reference Consortium



¿Por qué quiero secuenciar?

Metodología y Plataforma

¿Qué quiero secuenciar?



https://www.thebusinessresearchcompany.com/press-release/sequencing-market-segments

15.5% crecimiento anual 2014 - 2018



Metodologías de Secuenciación

• La estrategia específica empleada por cada plataforma determina la calidad, cantidad y

sesgos del resultado datos de secuencia y la utilidad de la plataforma para particulares

aplicaciones



doi: 10.1016/j.molcel.2015.05.004





estrategiaS de secuenciaCIÓN: RIBO-
SEQ



Aplicaciones: estudio de los genes.



Cuánto quiero secuenciar?

• Genoma:

• Ventajas: CNVs, Fusiones, No codificante, regiones reguladoras, sin hipótesis

previa.

• Desventajas: Muy caro, mas laborioso (Bioinformática) análisis.

• Exoma: 

• Ventajas: detección de mutaciones en cualquier codón, CNVs

• Desventajas: Caro, mas laborioso, mucha información.

• Paneles de Genes:

Entre 50 – 300 genes (Amplicones)

• Ventajas: barato y rápido análisis.

• Desventajas: Acotado y limitado en variantes estructurales.

$$$
Costos



estrategia de secuenciación: CHIP-SEQ



estrategia de secuenciación: ATAC-SEQ

https://doi.org/10.1186/s41065-019-0105-9



Proyecto ENCODE 2003-2016.







Aplicaciones: estudio de variantes.
El Proyecto 1000 genomas es una iniciativa para

analizar el material genético de mil personas en
todo el mundo, con la finalidad de obtener una
base de datos que permita estudiar la
variabilidad genética humana.

Según los resultados obtenidos cada individuo
sano tiene en su genoma por término medio
alrededor de 150 anomalías que provocan la
finalización prematura de proteínas y otras 30
implicadas en la aparición de enfermedades
raras.

También se ha confirmado el origen único de
todos los humanos actuales, en un antepasado
común de hace entre 150 000 y 200 000 años.



Aplicaciones: estudio de variantes.



estrategia de secuenciación: Single cell SEQ



Aplicaciones: metagenómica ambiental



Aplicaciones: ¿Con quiénes convivimos?



Aplicaciones: abarcando la complejidad de la vida



Aplicaciones: abarcando la complejidad de la vida

El proyecto tiene como objetivo secuenciar y anotar las aproximadamente 
1,5 millones de especies eucariotas conocidas.

Se proyecta que el proyecto costará 4.700 millones de dólares



Análisis de datos: Bioinformática





Cuántos genes sin función definida existen en el genoma humano?

2001

“Esta es la alegría de la ciencia y la investigación: el trabajo nunca está completo. Cada avance abre nuevas 

perspectivas de oportunidades con la frecuente sensación de que lo mejor aún está por venir.”

Eric D. Green is director of the National Human Genome Research Institute (NHGRI) at the National Institutes of Health

2019

Alrededor del 20% de las proteínas incluso en organismos
modelo bien estudiados no poseen descripciones
informativas de sus funciones biológicas. En el humano
3117 (15% aprox.)

42%



Muchas gracias por su atención
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