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Filogenia basada en la subunidad 

pequeña del rRNA



La materia viva: funciones básicas

La materia viva es un sistema interdependiente de

macromoléculas, que posee las siguientes funciones mínimas

esenciales:

Transformación y almacenamiento de energía

Síntesis de materia (sostenimiento)

Capacidad de perpetuación (con cambios)

Capacidad de respuesta al entorno

+ Funciones auxiliares



Virus

Entidades que son parásitos obligados de la vida (al menos carecen de la capacidad 

de transformar la energía).

Son considerados miembros del Moviloma.



Hacia el camino de entender la 

información biológica

Primeros 

conceptos 

de herencia

biológica

Concepto de

célula

Evolución

por selección

natural

Herencia

biológica DNA Gen

300 AC 1838 1859 1866 1871 1909

Aristóteles

Matthias

Jakob 

Schleiden

y

Charles Darwin

Friedrich

Miescher

Gregor

Mendel

Wilhelm

Ludwig 

Johannsen

Friedrich

Theodor

Schwann

6000 AC

c

Inicio de la 

biotecnología 

clásica



Los genes están

en el DNA
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Ciencias y Tecnologías de la vida

GENÉTICA
INGENIERÍA 

GENÉTICA

Estudio de:

…la información contenida en la 

materia viva;

su sintaxis;

y sus mecanismos de transmisión.

Aplicación basada en la:

…creación o recreación de 

información genética;

respetando sintaxis;

e implantándola en materia viva.

CONOCIMIENTO BIEN/SERVICIO



Necesidad de conocer secuencias

Que otros se jacten de las páginas que han escrito; 

a mí me enorgullecen las que he leído. 

No habré sido un filólogo, 

no habré inquirido las declinaciones, los modos, la laboriosa 

mutación de las letras, 

la de que se endurece en te, 

la equivalencia de la ge y de la ka, 

pero a lo largo de mis años he profesado 

la pasión del lenguaje. 

Mis noches están llenas de Virgilio; 

haber sabido y haber olvidado el latín 

es una posesión, porque el olvido 

es una de las formas de la memoria, su vago sótano, 

la otra cara secreta de la moneda. 

Cuando en mis ojos se borraron 

las vanas apariencias queridas, 

los rostros y la página, 

me di al estudio del lenguaje de hierro 

que usaron mis mayores para cantar 

espadas y soledades, 

y ahora, a través de siete siglos, 

desde la Última Thule, 

tu voz me llega, Snorri Sturluson. 

El joven, ante el libro, se impone una disciplina precisa 

y lo hace en pos de un conocimiento preciso; 

a mis años, toda empresa es una aventura 

que linda con la noche. 

No acabaré de descifrar las antiguas lenguas del Norte, 

no hundiré las manos ansiosas en el oro de Sigurd; 

la tarea que emprendo es ilimitada 

y ha de acompañarme hasta el fin, 

no menos misteriosa que el universo 

y que yo, el aprendiz.

Jorge Luis Borges



Adquisición de información genómica

Uno de los objetivos primarios de la Ingeniería Genética es la

necesidad de conocer información genómica.

Todos los organismos y virus poseen material genético basado en

moléculas de ácidos nucleicos (dsDNA en los organismos,

ssDNA/dsDNA/ssRNA/dsRNA en los virus).

La secuencia primaria contenida en esas moléculas y su posterior

interpretación es una fuente de conocimiento y de potenciales

múltiples aplicaciones.



Entidades biológicas Proyectos genomas Bases de Datos

Adquisición de información genómica



La información genómica
Algunos conceptos

GENOMA
Conjunto de la información que soporta a una materia 

viva y que es verticalmente transmisible. 

PANGENOMA
Información genómica presente en el conjunto de los 

individuos de una misma especie. 

METAGENOMA
Información genómica presente en el conjunto de los 

individuos del conjunto de especies que se encuentran 

presentes en un mismo espacio físico. 

EPIGENOMA
Información genómica disponible producto del grado de 

compactación de la cromatina en los eucariotas. 



La información genómica

Materia viva

Genomas

Información



La información genómica

Información

genómica

Secuencias Andamio

Secuencias que expresan las funciones celulares

Relictos secuenciales no-funcionales y Moviloma

(Orígenes de replicación, secuencias de segregación, 

secuencias de protección de extremos)

(Genes codificantes de proteínas, Genes productores 

de RNAs)

(Pseudogenes, EVEs –Endogenous Viral Elements-, 

Transposones, Plásmidos integrados)



La información genómica
Contenido del genoma humano

L. I. Patrushev and I. G. Minkevich. The Problem of the Eukaryotic Genome Size. ISSN 0006-2979, Biochemistry (Moscow), 2008, Vol. 73, No. 13, pp. 

1519-1552. © Pleiades Publishing, Ltd., 2008.
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La información genómica
Contenido de diversos genomas

L. I. Patrushev and I. G. Minkevich. The Problem of the Eukaryotic Genome Size. ISSN 0006-2979, Biochemistry (Moscow), 2008, Vol. 73, No. 13, pp. 

1519-1552. © Pleiades Publishing, Ltd., 2008.

1 pg = 978 Mpb

TE = Transposable Elements



L. I. Patrushev and I. G. Minkevich. The Problem of the Eukaryotic Genome Size. ISSN 0006-2979, Biochemistry (Moscow), 2008, Vol. 73, No. 13, pp. 

1519-1552. © Pleiades Publishing, Ltd., 2008.

La información genómica
Dimensión comparativa de los genomas



Sana et al. Novel classes of non-coding RNAs and cancer . Journal of Translational Medicine 2012, 10:103 

Fracción de gDNA codificante para polipéptidos.

A pesar que menos del 2% del gDNA humano es codificante para proteínas,

se ha visto que alrededor del 90% es activamente transcripto, lo cual muestra

la importancia del transcriptoma no codificante.

La información genómica
Genoma codificante de proteínas



La información: deconstrucción

GENOMA
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La unidad de la información
El gen
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Tecnologías de secuenciación: 1G

DNA polimerasa Nucleótido

trifosfato

Actividad de la DNA polimerasa Terminador de cadena



Tecnologías de secuenciación: 1G

! ?
Secuencia conocida Secuencia desconocida

Marca radioactiva



Tecnologías de secuenciación: 1G

Electroforesis 
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en poliacrilamida

y autorradiografía
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Tecnologías de secuenciación: 1G

ddNTPs

con 

fluorocromos
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Tecnologías de secuenciación: 1G

PAGE

Autorradiografía

PAGE

Fluorimetría



Tecnologías de secuenciación: 1G



La adquisición de secuencias genómicas suele seguir el siguiente 

flujo de trabajo…

Aislamiento

organismo

Carac-

terización

genoma

Longitud y

Segmentos

(si es 

eucariota, 

cariotipo y 

FISH)

Biblioteca

Genó-

mica

Secuencia-

ción

Selección de 

muestra y fuente 

del dsDNA

Clonado 

Molecular

tradicional

Sanger 

Automático

(en 

electroforesis 

capilar)

Bioinfor-

mática

Ordenado e 

interpretación

(Ensamblado y 

anotación)

Tecnologías de secuenciación: 1G



Biblioteca

Genómica

Tecnologías de secuenciación: 1G

Materia viva

Aislamiento

gDNA

Fragmentación 

del

gDNA

Vector de clonado
(plásmido)

Apertura (Enzimas de 

Restricción)

Ligación
(DNA ligasa)

Transformación

Escherichia coli



Tecnologías de secuenciación: 1G

Se origina en 1990 y planificó finalizarse en 2005

Francis Collins
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Tecnologías de secuenciación: 1G

Esto fue posible gracias al desarrollo de algoritmos bioinformáticos.



Tecnologías de secuenciación: 1G

Se involucra en secuenciar el genoma humano desde 1998

Craig Venter



Tecnologías de secuenciación: 1G

ABI 310

Equipo introducido en 

1996

Primer secuenciador de 

capilares

Se incrementa la 

capacidad de 

secuencias por corrida
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La estrategia del genoma haploide de la especie humana se

denomina Clone by Clone e involucra un alto consumo de

tiempo, insumos y recursos humanos. Está basada en el

método Sanger, incapaz de leer más de 900-1500 nt por evento

de secuenciación.

Una adaptación fue la estrategia Shot gun (utilizada para el

genoma de un individuo), similar a la anterior pero fragmentando

mucho más los genomas o los clones de una biblioteca, sin tantos

controles para revelar su calidad y orden.

La secuencia resultante de las estrategias basadas en Sanger da

como producto final la secuencia consenso (en función de la

muestra) de una especie de organismos o virus.

Bajo este escenario se secuenciaron numerosos genomas,

incluyendo el del ser humano (HGP). Este fue concluido en el

2004* (como especie) y en el 2007** se aplicó para un individuo.

**Levy S, Sutton G, Ng PC, Feuk L, Halpern AL, Walenz BP, Axelrod N, Huang J, Kirkness EF, Denisov G, Lin Y, MacDonald JR, Pang AW, Shago M, Stockwell TB, Tsiamouri A, 

Bafna V, Bansal V, Kravitz SA, Busam DA, Beeson KY, McIntosh TC, Remington KA, Abril JF, Gill J, Borman J, Rogers YH, Frazier ME, Scherer SW, Strausberg RL, Venter JC. 

The diploid genome sequence of an individual human. PLoS Biol. 2007; 5:e254.

*International Human Genome Sequencing Consortium. Finishing the euchromatic sequence of the human genome. Nature 431, 931–945 (2004).

Tecnologías de secuenciación: 1G



300 millones de U$S sólo en secuencias

Tecnologías de secuenciación: 1G



10 millones de U$S sólo en secuencias

Tecnologías de secuenciación: 1G



Los principales limitantes de la tecnología Clone by clone

están centrados en el consumo de recursos y en que el

resultado es un consenso para una especie.

Esta tecnología transforma en impracticable la secuenciación

de genomas de individuos, perdiéndose en consecuencia el

conocimiento correspondiente a la variabilidad poblacional de

las especies (detección de SNPs* –Single Nucleotide Polymorphisms; SNVs*

–Single Nucleotide Variants-, Indels o DIPs –inserciones o deleciones <1000 pb,

Deletion Insertion Polymorphisms-, variantes estructurales –inserciones o

deleciones >1000 pb). .

Esta situación estimuló a la comunidad científica a innovar

sobre este objetivo primario de la biología actual.

* SNPs vs SNVs depende de la frecuencia de ocurrencia

Tecnologías de secuenciación: 1G



Adquisición de información genómica

El estímulo comienza con financiación…
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Adquisición de información genómica
Next Generation Sequencing

Los nuevos métodos que surgieron se denominan en su conjunto

tecnologías NGS (Next Generation Sequencing) y son adecuadas para

la realización de WGS (Whole Genome Sequencing), tanto de novo

como resecuenciamiento.

Las tecnologías NGS han revolucionado las ciencias biológicas

disminuyendo dramáticamente el consumo de recursos (dinero,

insumos, personal, tiempo) y posibilitando secuenciar genomas de

individuos.

Incluso, las tecnologías NGS permiten secuenciar genomas de

entidades biológicas sin necesidad de su previo aislamiento, y

también adquirir infomación genómica de restos fósiles.



Adquisición de información genómica
Next Generation Sequencing

Las tecnologías NGS son del tipo Shot gun, dado que las lecturas de

secuencias se realizan sobre fragmentos pequeños y si un orden pre-

establecido.

En general, las lecturas de las tecnologías NGS son más cortas que las

logradas por el método de Sanger (50-500 nt vs 900-1500 nt).

Existen varias tecnologías NGS comercialmente disponibles, tales como:

Roche GS-FLX 454 Genome Sequencer (originalmente 454 sequencing).

Illumina Genome Analyzer (originalmente Solexa technology).

ABI SOLiD analyzer.

Ion Torrent

PACBIO

Nanopore Technologies

Tecnologías 

de 2da

generación

Tecnologías 

de 3ra

generación
SMRT seq

(Single Molecule Real 

Time sequencing)



Adquisición de información genómica
Next Generation Sequencing

An Introduction to Next-Generation Sequencing Technology. www.illumina.com/NGS



Adquisición de información genómica
Next Generation Sequencing

An Introduction to Next-Generation Sequencing Technology. www.illumina.com/NGS

Estas estrategias también se basan en la generación de una biblioteca, pero in vitro.



Adquisición de información genómica
Next Generation Sequencing

An Introduction to Next-Generation Sequencing Technology. www.illumina.com/NGS

Y también, permiten secuenciar varios genomas al mismo tiempo.



Descripción de los métodos más 

utilizados clasificados dentro de 

las tecnologías NGS

Tecnología 454



Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454

La tecnología 454 está basada en pirosecuenciación y es

comercializada por la empresa Roche (http://www.454.com/).

La pirosecuenciación fue desarrollada por Mustafá Ronaghi* e

involucra la lectura de información nucleotídica a partir de síntesis

enzimática.

La tecnología 454 fue la primera NGS en estar comercialmente

disponible. Fue la primera de estas tecnologías aplicada para

secuenciar el genoma de un individuo humano (James Watson)**.

*Ronaghi, M., Karamohamed, S., Pettersson, B., Uhlen, M., and Nyren, P. 1996. Real-time DNA sequencing using detection of

pyrophosphate release. Anal. Biochem. 242: 84

**Wheeler DA, Srinivasan M, Egholm M, Shen Y, Chen L, McGuire A, He W, Chen YJ, Makhijani V, Roth GT, Gomes X, Tartaro K, Niazi

F, Turcotte CL, Irzyk GP, Lupski JR, Chinault C, Song XZ, Liu Y, Yuan Y, Nazareth L, Qin X, Muzny DM, Margulies M, Weinstock GM,

Gibbs RA, Rothberg JM. The complete genome of an individual by massively parallel DNA sequencing. Nature. 2008; 452:872–876.



GS Junior System GS FL System 

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Adquisición de información genómica
NGS: tecnología 454

Ronaghi M. (January 2001). "Pyrosequencing sheds light on DNA sequencing" . Genome Research 11 (1): 3–11

Pirosecuenciación



Etapas involucradas en la tecnología 454
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Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 
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Pirosecuen-
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Ordenado e 

interpretación

Bioinfor-

mática

En 

microplaca

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Etapas involucradas en la tecnología 454

Selección

muestra

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

La muestra original debe ser mayor a 500 ng de DNA 

y derivar de uno o más individuos de una especie.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Etapas involucradas en la tecnología 454

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Realizada mediante nebulización de la solución 

de DNA en fragmentos de 400-800 pb

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Nebulizador de DNA

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454
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Etapas involucradas en la tecnología 454

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Los fragmentos de dsDNA son 

modificados en sus extremos 

mediante la ligación de 

adaptadores, y luego separados 

entre sí para formar una colección 

de ssDNAs unidos a 

microesferas.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



El dsDNA fragmentado de la muestra es unido a dos adaptadores (A y B,

este último biotinilado). Los adaptadores están desfosforilados para evitar

ligación entre ellos.

El dsDNA con los adaptadores es luego tratado con PNK y DNA ligasa

(reparación de nicks).

Después, el dsDNA es tratado con T4 DNA Polimerasa, Klenow y PNK

(para transformar los extremos en romos).

Posteriormente, el dsDNA biotinilado es capturado con microesferas

con avidina.

A partir de las microesferas, se liberan los ssDNA flanqueados por

oligonucleótidos A y B derivados de los adaptadores.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Roche

Ejemplo de secuencia de los adaptadores…

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Fragmentos de dsDNA 

modificados en sus 

extremos

Colección de ssDNA aislados

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Etapas involucradas en la tecnología 454

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro
em-PCR

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Los ssDNA

aislados son 

multiplicados

mediante PCR en 

emulsión y 

retenidos en 

microesferas.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



PCR en emulsión

Los ssDNA flanqueados por los oligonucleótidos A y B son capturados por

microesferas conteniendo oligonucleótido anti-B. Luego, son emulsionados

en una mezcla de solución acuosa (mix de PCR) y aceite. Finalmente, se realiza

un ciclado térmico para multiplicar los DNA contenidos en cada microesfera.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Apariencia de una emulsión para PCR.

Genomic DNA Sequencing "Ten Step" Information Guide ACHRI Genomics and Bioinformatics Facility, February 2012 

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454
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NGS: tecnología 454



Etapas involucradas en la tecnología 454
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Las microesferas conteniendo los productos de PCR son tratados con

solución alcalina para que queden sólo los ssDNA a ser secuenciados.

Luego, las microesferas se disponen en una microplaca para proceder a la

pirosecuenciación.

En la microplaca, se agregan microesferas más pequeñas con las enzimas

Sulfurilasa y Luciferasa.

Luego, se agregan de a pulsos mezcla de síntesis (DNA polimerasa, 1 dNTP,

APS, luciferina).

Si el nucleótido es incorporado, se produce PPi, lo cual derivará en la

posterior producción de ATP, oxiluciferina y luz.

Para continuar, se “limpia” cada reacción con la enzima Apirasa y se repite el

ciclo.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Microplacas donde se disponen las 

microesferas

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454
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Detalle de las celdas de la microplaca contieniendo las microesferas.

Next Generation Sequencing. University of Twente. 2013

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Reacción de secuenciación

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Equipamiento por dentro

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Equipamiento por dentro

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología 454



Descripción de los métodos más 

utilizados clasificados dentro de 

las tecnologías NGS

Tecnología Illumina



Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina

La tecnología Illumina fue desarrollada por Solexa, compañía que fue

adquirida por la primera en 2007.

Este procedimiento de secuenciación se basa en reversible terminator

chemistry*, involucrando síntesis de DNA.

Los terminadores de síntesis son 39-O-azidometil 29-deoxinucleosido

trifosfatos (A, C, G y T) marcados con fluoróforos distintos y

reversibles.

Las secuencias se determinan sobre clusters de moléculas,

semejantes a colonias bacterianas (polonias).

*Bentley, David R.; et al. (6 November 2008). "Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator chemistry". Nature 456 (7218): 53–59.



*Bentley, David R.; et al. (6 November 2008). "Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator chemistry". Nature 456 (7218): 53–59.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Adquisición de información genómica
NGS: tecnología Illumina

Equipamiento que utiliza el sistema de terminadores reversibles de cadena sintetizada

http://gcat.davidson.edu/mediawiki-1.15.0/index.php/File:Genome_analyzer_iix.jpg


Adquisición de información genómica
NGS: tecnología Illumina

Etapas involucradas en la tecnología Illumina

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro

bridge-

PCR

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Síntesis con 

terminadores 

reversibles

Ordenado e 

interpretación

Bioinfor-

mática

En celda de 

flujo



Adquisición de información genómica
NGS: tecnología Illumina

Etapas involucradas en la tecnología Illumina

Selección

muestra

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

La muestra original debe ser mayor a 50 ng de DNA 

y derivar de uno o más individuos de una especie.



Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Realizada mediante nebulización de la 

solución de DNA en fragmentos de 200-400 pb

Etapas involucradas en la tecnología Illumina

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Adquisición de información genómica
NGS: tecnología Illumina

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Los fragmentos de dsDNA son 

modificados en sus extremos 

mediante la ligación de 

adaptadores, y luego separados 

entre sí para formar una colección 

de ssDNAs unidos a una celda de 

flujo.

Etapas involucradas en la tecnología Illumina



Adquisición de información genómica
NGS: tecnología Illumina

Procedimiento de reparación de extremos y ligación de adaptadores.
La mezcla de reparación contiene T4 DNA polimerasa, Klenow y Polinucleótido quinasa (PNK).

La introducción de Aes 3´ extendidas se realiza con Klenow.



Los adaptadores poseen secuencias no complementarias en los extremos.

Luego de esto puede realizarse una PCR (6-18 ciclos) con primers que hibridan en los

adaptadores. Esto permite la secuenciación posterior de cada una de las cadenas.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Resumen de los pasos involucrados en la preparación de la colección de fragmentos con

las modificaciones en sus extremos.

Todos los fragmentos amplificados quedan con secuencias diferenciales en los extremos.

dsDNA muestra

Ligación adaptadores

PCR

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Los dsDNA se desnaturalizan e hibridan en una celda. Primero se realiza un tratamiento

alcalino, luego dilución en solución salina –SSC 5X más Tween 20- y finalmente se agregan a

la celda de flujo a alta temperatura (96°C). Posteriormente, la temperatura se reduce

lentamente hasta 40°C para favorecer el annealing con oligonucleótidos complementarios a

los adaptadores que se encuentran inmovilizados en una celda.

Celda de flujo (flow cell)

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina
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Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro

bridge-

PCR

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Se realiza una amplificación tipo solid-phase 

bridge o bridge-PCR

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Bridge-PCR

Boodhun et al. Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator Chemistry. Vol 456| 6 November 2008. doi:10.1038/nature07517

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Los ssDNA derivados de la muestra e hibridados a los oligonucleótidos

complementarios presentes en la celda son extendidos mediante el uso

de TaqDNa pol.

Celda de flujo

Oligonucleótidos unidos a la celda de flujo

ssDNA muestra

Cadena sintetizada por Taq DNA pol

1

2

3

5´ 5´

3´3´

5´

3´

Uno con una 8-oxo-guanina

El otro con un Uracilo

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Luego se hace un tratamiento desnaturalizante con Formamida para

remover la cadena original (indicada previamente con el número 2).

Celda de flujo

Oligonucleótidos unidos a la celda de flujo

Cadena sintetizada por Taq DNA pol

1

3

Uno con una 8-oxo-guanina

El otro con un Uracilo

5´ 5´

3´

3´

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Posteriormente se realiza una amplificación isotérmica a 60°C con

DNA polimerasa Bst (35 ciclos). La desnaturalización entre-ciclos se

realiza con formamida.

Celda de flujo

Oligonucleótidos unidos a la celda de flujo

Cadena sintetizada por Taq DNA pol

1

3

Cadena sintetizada 

por Bst pol

4

La DNA pol Bst deriva de Bacillus stearothermophilus y posee actividad DNA helicasa. 

3´ 3´
Uno con una 8-oxo-guanina

El otro con un Uracilo

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Adquisición de información genómica
NGS: tecnología Illumina

Luego de la amplificación, se generan clusters de ssDNA, o PCR colonies

denominadas polonies (polonias). Se generan hasta 40 millones de polonias.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Adquisición de información genómica
NGS: tecnología Illumina

Se generan hasta 1000 copias de cada fragmento en un diámetro de 1 micrón.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Etapas involucradas en la tecnología 454

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro

bridge-

PCR

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Síntesis con 

terminadores 

reversibles

En celda de 

flujo

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Los DNA amplificados sobre la celda de flujo son tratados con la

enzima USER (Uracil-Specific Excision Reagent; mezcla de Uracil DNA glicosilasa –UDG-

y la DNA endonucleasa glicosilasa-liasa VIII), lo cual provocará un nick en uno de

los oligonucleótidos unidos a la celda de flujo. Luego se desnaturaliza

con álcali para dejar expuesta una sola cadena de DNA y se introduce

un fosfato en el extremo 3´ con una quinasa.

Celda de flujo

nick

NaOH

y bloqueo 

de cadena

Molde de secuencia

Celda de flujoCelda de flujo

USER
3´3´ 3´ 3´

5´

3´
3´

3´

p

p

Fosforilación

uracilo

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Los ssDNA luego son secuenciados mediante síntesis. Para ello se

incorpora un primer específico para la cadena en estudio, DNA

polimerasa DNA dependiente, y los 4 ddNTPs marcados con fluoróforos

(en formato reversible) agregados en conjunto. Después de lavar los

ddNTPs no incorporados, se excita la celda y se lee la emisión de

fluorescencia. Posteriormente, químicamente se elimina el fuoróforo

y se revierte la capacidad terminadora de síntesis para repetir el ciclo

(agregado de tris(2-carboxietil)fosfina-TCEP-) .

Celda de flujo Celda de flujo Celda de flujo

primer

molde

5´

x

x

3´

Agregado 

de ddNTPs 

marcados

5´

x

x

x

fluorescencia

Eliminación 

de fluoróforo 

y 

regeneración 

del OH 3’ 

5´

x

x

3´

Posterior 

lavado

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Adquisición de información genómica
NGS: tecnología Illumina

Visión amplificada de las 

polonias emitiendo 

fluorescencia en función del 

DNA presente en el cluster

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Una vez concluida la secuencia de una de las cadenas, se

desnaturaliza la muestra para eliminar la cadena recientemente

sintetizada. Luego se desfosforilan los extremos 3´ libres (con

fosfatasa) y se realiza una reacción de síntesis tipo bridge.

Celda de flujo Celda de flujo Celda de flujo Celda de flujo

x

x 5´

3´

3´

3´

3´

3´

3´

Cadena antes sintetizada

Álcali y 

fosfatasa

Síntesis de 

la otra 

cadena

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Finalmente, se elimina la cadena ya secuenciada mediante

tratamiento con Fpg (formamido-pirimidina DNA glicosidasa) y posterior

desnaturalización. La cadena que queda unida a la celda es

secuenciada del mismo modo que la primera.

Celda de flujo Celda de flujo

Fpg

3´3´
3´

5´

5´

3´

x

x

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



La reacción de secuenciación se realiza por síntesis e incorporación de

terminadores de cadena (cada uno marcado con un fluoróforo diferente). Los

mismos son reversibles, y por ende se puede continuar con la síntesis.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Adquisición de información genómica
NGS: tecnología Illumina

Una cámara va registrando las señales derivadas de cada terminador.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Adquisición de información genómica
NGS: tecnología Illumina

Boodhun et al. Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator Chemistry. Vol 456| 6 November 2008. doi:10.1038/nature07517

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina



Resumen de la tecnología

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Illumina
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Descripción de los métodos más 

utilizados clasificados dentro de 

las tecnologías NGS

Tecnología ABI SOLID



Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID

La tecnología SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and

Detection) disponible desde 2008 ha sido desarrollada por Applied

Biosystems, la empresa que aportó la tecnología automatizada de

Sanger para secuenciar el genoma de la especie humana durante la

década de los 90 del siglo XX.

Desde el año 2008 Applied Biosystems se fusionó con Invitrogen

creando la empresa biotecnológica denominada Life Technologies.

El sistema de secuenciamiento de SOLID también es conocido como

2 base encoding y está basado en reacciones de ligación.

Este método no involucra síntesis como la pirosecuenciación

(tecnología 454) o la química reversible de terminadores fluorescentes

(tecnología Illumina).



Equipamiento SOLID

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



El método de secuenciación involucra el uso de sondas 

Son 256 sondas por cada color.

inosinas

Enlace 

fosforotiolato

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Apareamiento de inosina con el resto de las bases nitrogenadas

Considerado 

una base 

universal

Xuejun Sun and Jeehiun K. Lee. Stability of DNA Duplexes Containing Hypoxanthine (Inosine): Gas versus Solution Phase and Biological Implications. J. Org. Chem. 

2010, 75, 1848–1854 

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Los enlaces fosforotiolatos dan resistencia a los oligonucleótidos de la

acción de exonucleasas, y también permiten su hidrólisis selectiva

mediante tratamiento con iones de plata.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID
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Etapas involucradas en la tecnología SOLID (a)

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro
em-PCR

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Secuenciación 

por ligación

Ordenado e 

interpretación

Bioinfor-

mática

En 

microplaca

Como tecnología 454 

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Etapas involucradas en la tecnología SOLID

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Se puede utilizar como mínimo 10 ng de 

gDNA. Los fragmentos nebulizados y 

reparados en sus extremos deben tener 

entre 100-250 pb. 

A los mismos se les liga adaptadores de 

secuencia conocida, comunmente 

llamados P1 y P2.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Ejemplos de adaptadores que pueden ligarse a los fragmentos del gDNA.

Fragment library preparation. User Guide. SOLID

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Etapas involucradas en la tecnología SOLID (a)

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro
em-PCR

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Como tecnología 454 

Disponibilidad de 

equipamiento 

específico

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Equipamiento disponible para la construcción de la biblioteca in vitro utilizando microesferas

Generación de emulsión
termociclador

Enriquecimiento de 

microesferas con DNA 

ampplificado

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



El enriquecimiento de las microesferas con amplificación se realiza

mediante su captura con microesferas más grandes de poliestireno y

con secuencia complementaria al otro adaptador.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Etapas involucradas en la tecnología SOLID (b)

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro

Wildfire 

tech

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Secuenciación 

por ligación

Ordenado e 

interpretación

Bioinfor-

mática

En celda de 

flujo

Como tecnología Illumina

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Etapas involucradas en la tecnología SOLID (b)

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro

Wildfire

tech

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Como tecnología Illumina

Disponibilidad de 

la tecnología 

Wildfire en la 

generación de 

polonias.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Para la generación de las polonias la empresa desarrolló la tecnología Wildfire

WildFire: A Simple Monoclonal Colony Generation Technology without Emulsion PCR. Zhaochun Ma, Raymond Lee, Jonathan Erikson, Swati Goyal  and Kai Lao, Life Technologies,.850 

Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404, USA

Se generan 1,5 millomes de polonias por mm2 de superficie

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Tecnología wildfire

El procedimiento de amplificación dura aproximadamente 30 minutos. El crecimiento 

de la polonia se detiene cuando se topa con otra.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Secuenciación 

por ligación

En 

microplaca o 

celda de flujo

Biblioteca

In vitro

Wildfire

tech

Etapas involucradas en la tecnología SOLID 

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro
em-PCR

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.
Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Portaobjetos de vidrio utilizados para depositar las 

microesferas (aproximadamente 600 millones)

Celda de flujo utilizada para depositar las 

microesferas (aproximadamente 1080 millones)

Si se usa em-PCR en microesferas…

La disposición de las microesferas será al azar, y quedarán retenidas por una unión 

covalente entre el extremo 3´ de algunos ssDNA y la superficie del vidrio

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Si se usa generación de polonias…

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID
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Primera Ronda de secuenciación. Se introduce un primer 1

específico que hibrida sobre la secuencia adaptadora (incorporada luego

de nebulizar las muestras de gDNA), DNA ligasa y las sondas

fluorescentes con diferentes dinucleótidos.

molde

sondas

Código

de colores

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Primera Ronda de secuenciación. El primer hibrida ...

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Primera Ronda de secuenciación. El primer hibrida y la sonda que

tiene los dos nucleótidos complementarios también lo hace. Luego, la

DNA ligasa cataliza la formación del enlace fosfodiester.

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Primera Ronda de secuenciación. El primer hibrida y la sonda que

tiene los dos nucleótidos complementarios también lo hace. Luego, la

DNA ligasa cataliza la formación del enlace fosfodiester. Se lava y se

excita con luz para así detectar emisión de fluorescencia.

Registro

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Registro de 

fluorescencia de 

cada una de las 

polonias o 

microesferas
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Primera Ronda de secuenciación. El primer hibrida y la sonda que

tiene los dos nucleótidos complementarios también lo hace. Luego, la

DNA ligasa cataliza la formación del enlace fosfodiester. Se lava y se

excita con luz para así detectar emisión de fluorescencia. Después, se

realiza el clivaje de la sonda hibridada y un lavado.

Se elimina la marca fluorescente
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Primera Ronda de secuenciación. El primer hibrida y la sonda que

tiene los dos nucleótidos complementarios también lo hace. Luego, la

DNA ligasa cataliza la formación del enlace fosfodiester. Se lava y se

excita con luz para así detectar emisión de fluorescencia. Después, se

realiza el clivaje de la sonda hibridada y un lavado. Se repite el

procedimiento agregando nuevamente las sondas.

Nueva incorporación de sonda
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Primera Ronda de secuenciación. … Así, otra sonda es incorporada

y se repite otra vez el procedimiento….
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Primera Ronda de secuenciación. … Así, otra sonda es incorporada

y se repite el procedimiento, introduciéndose una más….
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Primera Ronda de secuenciación. … Así, otra sonda es incorporada

y se repite el procedimiento, introduciéndose una más, y otra….
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Primera Ronda de secuenciación. … Así, otra sonda es incorporada

y se repite el procedimiento, introduciéndose una más, y otra hasta

completar el molde….
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Segunda Ronda de secuenciación: Finalmente, se desnaturaliza todo

el dsDNA y se inicia una nueva ronda de secuenciación con un

nuevo primer (hibrida en la secuencia adaptadora pero en una posición -1

respecto del primer utilizado en la primera ronda).
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Segunda Ronda de secuenciación: Cuando se incorpora una nueva

sonda y se registra la fluorescencia…
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Segunda Ronda de secuenciación: … el software asociado al

equipamiento dilucida cuál nucleótido se encuentra en el DNA

molde…

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología SOLID



Segunda Ronda de secuenciación: … conociéndose así los primeros

datos de secuencia del fragmento…

Nucleótido dilucidado
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Segunda Ronda de secuenciación: … conociéndose así los primeros

datos de secuencia del fragmento…

Primer par de nucleótidos secuenciado
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Tercera Ronda de secuenciación: Nuevamente, se desnaturaliza todo

el dsDNA y se inicia una nueva ronda de secuenciación con un

nuevo primer (hibrida en la secuencia adaptadora pero en una posición -2

respecto del primer utilizado en la primera ronda).
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Tercera Ronda de secuenciación: El procedimiento se desarrolla del

mismo modo que en las rondas anteriores…
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Tercera Ronda de secuenciación: …hasta completar el molde…
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Cuarta Ronda de secuenciación: Se desnaturaliza todo el dsDNA y

se inicia una nueva ronda de secuenciación con un nuevo primer

(hibrida en la secuencia adaptadora pero en una posición -3 respecto del primer

utilizado en la primera ronda).
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Cuarta Ronda de secuenciación: …repitiendo todo el procedimiento…
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Quinta Ronda de secuenciación: Del mismo modo, siguen las rondas

con primers desplazados (en este caso primer -4)…
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Quinta Ronda de secuenciación: … continuándose interpretando

cuál es la secuencia del DNA molde.

secuencia
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Resumen de la 

reacción de 

secuenciación

mediada por 

ligación de 

sondas 

fluorescentes
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Resumen de la 

reacción de 

secuenciación

mediada por 

ligación de 

sondas 

fluorescentes
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Descripción de los métodos más 

utilizados clasificados dentro de 

las tecnologías NGS

Tecnología Ion Torrent



Tecnologías de secuenciación: 2G
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La tecnología Ion Torrent se basa en un método de secuenciación

basado en semiconductores de iones.

Esta metodología detecta los iones hidrógeno liberados luego de un

evento de polimerización. Por ende, es una secuenciación basada en

síntesis.

Esta tecnología no utiliza nucleótidos modificados ni está basada en

propiedades ópticas de compuestos.

La tecnología fue licenciada en el año 2010 y hoy en día es

comercializada por Life Technologies.



Equipamiento
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Cuando se produce la incorporación de un nucleótido específico mediante

síntesis en una reacción de polimerización es retenido en la cadena naciente

el nucléosido monofosfato (base de la secuenciación automatizada de Sanger y de la

aplicada por Illumina), y se libera pirofosfato (base de la pirosecuenciación y de la

tecnología 454) y un ión hidrógeno.

El ión hidrógeno cambiará en consecuencia el pH del entorno, señal que si

es registrada permitirá identificar que el ssDNA molde que está siendo

secuenciado posee un nucleótido complementario al incorporado.

Mediante un ISFET (Ion Sensitive Field Effect Transistor) es posible registrar

tales sutiles cambios del pH reportando una señal eléctrica.

Si a su vez se dispone un CMOS (Complementary metal–oxide–

semiconductor), se termina conformando un chip similar a los utilizados en la

industria de la electrónica.
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Dimensiones del chip
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Características del chip…

Esta tecnología está confeccionada para utilizar bibliotecas construidas en

microesferas, las cuales serán incorporadas a cada micro-well.
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Bases de la detección de un nucleótido incorporado…
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Etapas involucradas en la tecnología Ion Torrent

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro

em PCR

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Secuenciación 

por síntesis

Ordenado e 

interpretación

Bioinfor-

mática

En chip 

Como tecnología 454/SOLID
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Etapas involucradas en la tecnología Ion Torrent

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Se puede partir de 10 ng de gDNA. 

Los fragmentos deben tener un 

tamaño de entre 100-200 pb.

A los fragmentos se le ligan 

adaptadores.
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Etapas involucradas en la tecnología Ion Torrent

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro

em PCR

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Como tecnología 454/SOLID

Se utilizan 

procedimientos

similares a los 

realizados para 

454 y SOLID  
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Equipamiento para em-PCR para tecnología Ion Torrent
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Etapas involucradas en la tecnología Ion Torrent

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Nebulización 

del DNA

Biblioteca

In vitro

em PCR

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Amplificación 

de los 

fragmentos

Secuenciación 

por síntesis

En chip 

Como tecnología 454/SOLID

Tecnologías de secuenciación: 2G
NGS: tecnología Ion Torrent



Sobre el chip circula una mezcla de síntesis (DNA polimerasa, primer, 1

dNTP) en pulsos. Si el nucleótido se incorpora, se libera H+. Esto altera

el pH, lo cual es sensado por el IFSET, transmitiéndose un voltaje por el

semiconductor.
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Cuando se introduce un dNTP que no se incorpora, no hay cambio de pH

y por ende no existe señal eléctrica en dicho microwell..
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Y cuando se introduce un dNTP que se incorpora dos veces, el cambio

de pH es mayor y por ende la señal eléctrica en dicho microwell también lo

será, interpretándose correctamente.
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Descripción de los métodos 

clasificados dentro de las 

tecnologías NGS de tercera 

generación

Tecnología PacBio



Simple Molecule Real Time sequencing (SMRT) son procedimientos de

secuenciación de moléculas de DNA en tiempo real sin pasos de

amplificación.

Las tecnologías SMRT se consideran NGS de tercera generación, y la

primera disponible comercialmente fue la desarrollada por Pacific

Biosciences en 2011.

Esta tecnología se denomina PacBio, y está basada en síntesis con dNTPs

marcados con fluoróforos y en la lectura usando la guía de ondas en modo

cero, o ZMW (zero-mode waveguide)*.

La ZMW es una estructura nanofotónica que reduce el volumen de

observación en más de tres órdenes de magnitud relativo a la microscopia

confocal (volúmenes de zeptolitros, 10-21 L), posibilitando que no existan pasos

previos de amplificación.

Tecnologías de secuenciación: 3G 
NGS: tecnología PacBio

*M.J. Levene, J. Korlach, S.W. Turner, M. Foquet, H.G. Craighead, W.W. Webb, Zero-Mode Waveguides for Single-Molecule Analysis at high concentrations. Science. 299 (2003) 682-686



Las tecnologías SMRT secuencian moléculas originales de la muestra.

Esto es una ventaja dado que la lectura se realiza sobre la molécula

sintetizada in vivo.

Pero por otro lado, la principal restricción está dada en que la muestra de

dsDNA debe ser de muy alta calidad.

Esto es, libre de contaminantes (ssDNA, RNA, proteínas, sales, solventes

orgánicos) y con alto grado de integridad (ausencia de nicks, de dímeros

entre bases).

La muestra de dsDNA no debe ser sometida a altas temperaturas

(>65°C), ni pHs extremos (menores que 6 o mayores que 9). No debe

tener intercalantes ni haber sido expuesta a radiación UV.
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Equipamiento (PacBio RSII)

Tecnologías de secuenciación: 3G 
NGS: tecnología PacBio
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Etapas involucradas en la tecnología PacBio

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Sonicación

Fuerza 

hidrodinámica

Biblioteca

In vitro

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Secuenciación 

por síntesis

Ordenado e 

interpretación

Bioinfor-

mática

En celda 
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Etapas involucradas en la tecnología PacBio

Selección

muestra

Fragmen-

tación

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

El gDNA debe tener una masa de 500 ng 

(para fragmentos de 500 pb), de 1 µg (para 

fragmentos de 1 kpb o de 2 kpb), de 4 µg 

(para fragmentos de 5 kpb), de 10 µg (para 

fragmentos de 10 kpb).  

Sonicación

Fuerza 

hidrodinámica
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La fragmentación del gDNA debe ser muy controlada y sin

generarse cambios drásticos de temperatura. Además, los

fragmentos serán de mayor longitud que los utilizados por las

NGS de segunda generación (mayores a 800 pb).

Ante esta situación, en preferencia a la nebulización, la tecnología

PacBio requiere otros procedimientos, basados en sonicación.

HydroShearM220 ultrasonicator

ultrasonido Fuerzas 

hidrodinámicas

Tecnologías de secuenciación: 3G 
NGS: tecnología PacBio

http://covarisinc.com/products/afa-ultrasonication/m-series/
http://www.digilabglobal.com/hydroshearPlus


Etapas involucradas en la tecnología PacBio

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Biblioteca

In vitro

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Sonicación

Fuerza 

hidrodinámica

El gDNA fragmentado 

(generalmente de 2 kpb) es 

reparado enzimáticamente en 

sus extremos para 

transformarlos en romos o 

apto para ligación TA.
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Luego de disponer de los fragmentos de dsDNA de alrededor de 2 kpb

y con extremos romos, se procede a la ligación de adaptadores.

Los adaptadores tienen estructura de horquilla (hairpin).

fragmentos

adaptador

adaptador

5´ 3´

3´ 5´

3´

5´

5´

3´
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Ejemplo de secuencias adaptadoras…

5-GTACGGGTCTCACCCGGTTAACTGCACCTGCATTAA-3

5-CCTAAGGTCTCGGAAGGAAATTATTTCGAAAAAAGA-3

Tecnologías de secuenciación: 3G 
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Luego de tener los fragmentos con los extremos modificados, se

debe agregar el primer de secuencia para que suceda el annealing

con el adaptador.

Posteriormente, se agrega la DNA polimerasa (φ29) para que se

forme el complejo, la cual posee unida biotina.

La polimerasa φ29 es codificada por el fago del mismo nombre que

multiplica en Bacillus subtilis.

Esta polimerasa es muy procesiva, tiene actividad correctora de

pruebas y tiene mayor preferencia por el ssDNA, simulando una

actividad helicasa en el proceso de síntesis.
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La DNA pol se une al DNA, previamente complejado con el primer .

dsDNA de la 

muestra con 

adaptadores

Agregado de primer de 

secuencia y DNA polprimer

DNA pol 

biotinilada

Tecnologías de secuenciación: 3G 
NGS: tecnología PacBio
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La muestra así preparada (sin dNTPs) es depositada en placas de 96

wells.

Luego cada una de las placas son dispuestas en el equipo, el cual se

encarga de disponer los complejos de DNA/Enzima en pequeños orificios

(ZMW) de una celda. Solo queda un complejo por celda.
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Celdas con ZMWs (alrededor de 150000)

ZMW

Tecnologías de secuenciación: 3G 
NGS: tecnología PacBio
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ZMW con un complejo de DNA/Enzima

70 nm diámetro

100 nm de profundidad

Presencia de 

estreptavidina

El complejo 

DNA/DNA pol se 

posiciona en el 

lugar donde 

sucede la 

excitación

Piso 

transparente 

tanto de 

excitación como 

de emisión
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Los orificios realizados sobre el aluminio son tan pequeños, que cuando la luz

ingresa  sólo penetra los 20-30 nm de la parte inferior. 

Esto deriva que el volumen de detección sea de 20 zeptolitros. 

Tecnologías de secuenciación: 3G 
NGS: tecnología PacBio



Etapas involucradas en la tecnología PacBio

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Sonicación

Fuerza 

hidrodinámica

Biblioteca

In vitro

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Separación 

de los 

fragmentos

Secuenciación 

por síntesis

En celda

El proceso de 

secuenciación

involucra síntesis 

de novo y dNTPs

marcados con 

fluoróforos 
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La secuenciación comienza con la introducción de los 4 dNTPs

marcados con 4 fluoróforos distintos. A diferencia del método Sanger

automático y de Illumina, la marca no se encuentra en la base

nitrogenada.

dNTP marcado en la base dNTP marcado en los fosfatos
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Esta situación permite que la fluorescencia no quede en la molécula

sintetizada, dado que se elimina en el pirofosfato.

De este modo, detectando el dNTP que ingresa al sitio activo de la

enzima en el proceso de síntesis, es posible realizar la lectura de la

secuencia.

dNTP marcado en los fosfatos

luz fluorescenciafluorescencia

Zona de 

detección
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Durante 10 milisegundos el nucleótido complementario a la cadena molde es

retenido por la enzima para su incorporación, tiempo suficiente para que

quede en la zona de detección y emita fluorescencia, lo cual es registrado en

tiempo real.

El dNTP 

complementario 

se acerca

El dNTP 

complementario 

se incorpora

El pirofasfato 

con el fluoróforo 

es liberado
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Resumen de la tecnología PacBio
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Descripción de los métodos más 

utilizados clasificados dentro de 

las tecnologías NGS

Tecnología Nanopore



Tecnologías de secuenciación: 3G 
NGS: tecnología Nanopore

Oxford Nanopore Technologies es una empresa que comercializa un

sistema de secuenciación en tiempo real a partir de 2015.

El equipo más representativo se denomina MinION, es portable y soporta

secuenciaciones de longitud larga (>10 kb; a mayor escala está el

PromethION, el GridION, y a menor, el SmidgION).

La tecnología se basa en poros que poseen dimensiones en escala

nanométrica, los cuales son de naturaleza proteica (por ejemplo alpha-

hemoslisina).

Los nanoporos son dispuestos en membranas conductoras de la

electricidad, de modo tal de que cuando son atravesados por moléculas de

ssDNA, en función de sus nucleótidos, ocurren cambios de potencial que

pueden ser detectados.



Tecnologías de secuenciación: 3G 
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MINION

Posee 2048 nanoporos.
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PromethION

Cada celda poseen 3000 poros.

Se estima que puede producir hasta 6 Tb 

por día (2000 genomas humanos, 30X).
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GridION
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SmidgINION
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dsDNA

Enzima motora

membrana

Poro proteico

ssDNA

2048 nanoporos en un MinION
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Etapas involucradas en la tecnología PacBio

Selección

muestra

Fragmen-

tación

Mediante 

tratamiento 

enzimático (con 

transposones)

Biblioteca

In vitro

A partir de un 

individuo.

A partir de múltiples 

individuos.

Ligación de 

adaptadores, 

Separación 

de los 

fragmentos

Secuenciación 

nanopore

Ordenado e 

interpretación

Bioinfor-

mática

En celdas 
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Amplificaciones previas a la 

secuenciación



Procesos de amplificación previos

Cuando se parte de muy poca cantidad de gDNA es posible realizar una

amplificación previa a la construcción de la biblioteca.

Para ello, se suelen utilizar DNA polimerasas con actividad de

desplazamiento de cadena y hexámeros al azar como cebadores, para

realizar reacciones isotérmicas sin sesgos composicionales.

Estos procedimientos se denominan WGA (Whole Genome Amplification), y

la metodología más utilizada es la conocida como SDA (Strand Displacement

Amplification), reacción isotérmica dirigida por la DNA polimerasa del fago

φ29.



Esquema de la amplificación por SDA

Procesos de amplificación previos



Resultados
– Amplificación in vitro de genomas baculovirales como ejemplo de la 

aplicación de la técnica

Procesos de amplificación previos



Comparación y aplicaciones de los 

métodos NGS
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