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Conjunto de métodos y técnicas bioquímicas cuya 
finalidad es la determinación del orden de los 
nucleótidos (A, C, G y T) en un oligonucléotido de 
ADN

Estudio de genes o grupo de genes

Estudio contenido genómico

SECUENCIACIÓN



• 1975 - Técnica de Sanger
• 1977 Secuencia de bacteriófago ΦX 174
• 1995 Secuencias
• Haemophilus influenzae
•Micoplasma genitalium

• 2001 Primera secuencia borrador de genoma humano

• 2005 - Técnicas de Secuenciación de Nueva Generación
• ROCHE 454 – Pirosecuenciación
• Wheeler et al. 2007 - 1°secuencia de genoma humano 

por WGS

Frederick Sanger 1918-2013

James Watson 1928

PRIMEROS PASOS



Secuenciación de Nueva Generación

Segunda y Tercera Generación

Secuenciación de genoma completo  
- Whole Genome Sequencing - (WGS)

Secuenciación paralela masiva

Secuenciación de alto rendimiento 

(“High-throughput”)

CÓMO SE LLAMA



PRIMERA GENERACIÓN
Secuanciación de Sanger-Dye terminator

Ej: ABI Applied biosystems 

SEGUNDA GENERACIÓN
Secuenciación por síntesis paralela masiva

Ej: Roche 454, Illumina, Ion Torrent

TERCERA GENERACIÓN
Secuenciación por síntesis en una célula

Ej: PacBio, Nanopore

CLASIFICACIÓN



Instrumentos “Bench-top”
• 454 GS Junior (ROCHE)

• Ion Proton (LT)
• MiSeq (Illumina) 

• MinIon (Nanopre)

Instrumentos “High-end”
• 454 GS FLX (ROCHE) 

• HiSeq 2000/2500 /Novaseq (Illumina)
• 5500xl Solid (Life Tech.)

• Pac Bio RS (Pacific biosc.)
• GridIon (Nanopre)

CLASIFICACIÓN



Fundamentos
• Se basa en el proceso biológico de 

replicación del ADN
•Método de terminación de la cadena por 

utilización de ddNTP
(dideoxiribonucleótido trifosfato)

Procedimiento
� Preparación de “libraries” por clonado
� Mezcla de reacción  / polimerización

¡ 1 por cada nucleótido
¡ Primers 32P / dNTPs 35S o 32P 

� Electroforesis en gel de poliacrilamida

PRIMERA GENERACIÓN:SANGER



Ø Marcación terminadores con distintos fluoróforos
1 mezcla de reacción

Ø Biopolímeros 
Ø Lector Láser - electroferogramas



Loman N. NATURE REVIEWS | MICROBIOLOGY 
VOLUME 10 | SEPTEMBER 2012 | 599 

TECNOLOGÍAS NGS
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LECTURAS CORTAS
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LECTURAS LARGAS



Goodwin, 2016. Nature Reviews

SEGUNDA GENERACIÓN
ILLUMINA
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SEGUNDA GENERACIÓN
ILLUMINA



SEGUNDA GENERACIÓN
ILLUMINA



• https://www.youtube.com/watch?annotation_id=annotation_22857
5861&feature=iv&src_vid=womKfikWlxM&v=fCd6B5HRaZ8

https://www.youtube.com/watch?annotation_id=annotation_228575861&feature=iv&src_vid=womKfikWlxM&v=fCd6B5HRaZ8


Extracción ADN

Preparación de la 
Librería

Amplificación
Secuenciación

SEGUNDA GENERACIÓN
ILLUMINA



A. Preparación del cultivo
- 1 día antes preparar el cultivo e incubar ON ~30 minutes 

B. Purificación del ADN
- 1 h  & 1 h tiempo de corrida Qiacube ~ 2hrs

---- Good stopping point -----
C. Cuantificación

~30 min
D. Dilución

~1.5 h
E. Tagmentation

~30 min
F. PCR Amplificación

- 1 h & 40 min PCR Total ~ 1 h 40 min
G. PCR Cleanup

~45 min
---- Good stopping point -----

H. Normalización de la librería
~2 hours

I. Pooling
~15 min

Preparación de la librería



Mi Seq V2 Reagent Kits
Box 1 / box 2

• Librería preparada
• Último paso de pooling

PAL: 5 ul de cada biblioteca 
en un tubo  

DAL: 24 ul + 576 ul de HT1
-Mezclar con pipeta 3-5 veces
-Vortexear a max vel
-Incubar 96°C 2 min
-Mezclar por inversión
-Colocar en baño de hielo/agua (3/1) 5 min
-Cargar 600 ul en el cartucho 

Temperatura de conservación
BOX 2

4°C 
BOX 1
-20°C



Cargar la muestra en el cartucho
• Antes de cargar el cartucho asegurarse que no hayan burbujas en los 

compartimentos
• Cargar el cartucho en la celda señalada



MiSeq Illumina

- Sample sheet: N° de la cepa; N° proyecto; N° SAMN; 
combinación de INDEX, etc

- N° de serie del cartucho
- N° ciclos
- Tipo de secuenciación
- Formato de datos 
- Conexión a la nube





Goodwin, 2016. Nature Reviews

TERCERA GENERACIÓN



PacBio
SMRT Single-Molecule in Real-Time
Secuenciación de molécula única en tiempo real

TERCERA GENERACIÓN



https://nanoporetech.com/how-it-works

TERCERA GENERACIÓN

https://nanoporetech.com/how-it-works


Conclusiones

Selección de la Plataforma – Kit cerrados. Depende 
del tamaño del genoma y de la demanda de 
muestras.

Tener en cuenta el objetivo

Cobertura-tamaño del genoma – MULTIPLEX  

Cantidad de genomas a procesar simultaneamente

Capacitación y estandarización en análisis e 
interpretación de los resultados

Secuenciación Genómica será una metodología
ampliamente utilizada en los laboratorios de salud
desplazando a los métodos convencionales





CALIDAD DE LA CORRIDA



• Dato crudo (Raw read)

Secuencia que sale del equipo, el largo va a depender de la química de la 
secuenciación
De 100000 a millones de raw reads se generan por aislamiento

READS O LECTURAS



ARCHIVO: FASTQ



ASCII



A CONSTRUIR…















• Q30: Posisbilidad de equivocarse en el Base calling 1:1000

CALIDAD



FASTQC

FastQC es una herramienta para evaluar la calidad 
(Babraham Bioinformatics) para secuenciación de 
nueva generación. Da de manera gráfica el set de 
análisis para un rápido control de calidad de las 
secuencias crudas (R1 or R2) .

Las principals funciones:
• Importar los datos de BAM, SAM o FastQ de R1 o R2.  Las 

métricas de R1 y R2 se ven al mismo tiempo
• Una rápida visualización que permite identificar problemas
• Provee gráficos y tablas que resumen la información rápidamente



• FASTQC

CALIDAD FASTQC



qPromedio: divide el total de # de bases por el tamaño del 
genoma (ej: 156.000.000 número total de bases del 
secuenciador/ 3.000.000 tamaño del genoma= 52x)

qEspecífica para una lectura

CALIDAD: COBERTURA
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CALIDAD COBERTURA
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