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Método de Sanger

• Este método se basa en que 

cuando la polimerasa incorpora 

un didesoxiribonuleótido se para 

la síntesis del ADN 

• No se pueden forma enlaces 

fosfodiéster por la ausencia del 

grupo hidroxilo

Image credit: "Whole-genome sequencing: 

Figure 1," by OpenStax College, Biology

(CC BY 4.0).

https://www.khanacademy.org/science/biology/bi

otech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-

electrophoresis/a/dna-sequencing

https://www.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-electrophoresis/a/dna-sequencing


Método de Sanger

• Molde de DNA desnaturalizado 

(monocatenario)

• Polimerasa de DNA

• Cebador

• Nucleótidos

• Didesoxinucleótidos

• (didesoxinucleótido trifosfato)

Definición:
Con secuenciación masiva nos 

referimos a los métodos que no se 

basan en el método de Sanger



Método de Sanger



Comparación Sanger vs. Illumina

Podemos distinguir 3 pasos

Preparación de la muestra:
• Fragmentar el ADN

• Ligar los adaptadores

• Seleccionar la longitud

¡Este paso es distinto para los 

diferentes protocolos!

Generación de clusters y 

amplificación  

Secuenciación 

(sequencing by synthesis)



Clusters

• El material de entrada es ADN 

de doble cadena ligado a unos 

adaptadores

• Los adaptadores son 

complementarios a oligos

fijados en la superficie del 

flowcell

• Se desnaturaliza el ADN y este 

se une al flowcell formando 

puentes mediante la hibridación 

con los oligos

https://www.youtube.com/watc

h?v=womKfikWlxM

https://www.illumina.com/documents/products

/techspotlights/techspotlight_sequencing.pdf

Figuras de Illumina:

https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM
https://www.illumina.com/documents/products/techspotlights/techspotlight_sequencing.pdf


Método de Illumina

https://www.youtube.com/watc

h?v=womKfikWlxM

https://www.illumina.com/documents/products

/techspotlights/techspotlight_sequencing.pdf

Figuras de Illumina:

• Desnaturalización para generar un 

molde de cadena sencilla

• Este proceso se repite hasta obtener 

un cluster con la secuencia original 

amplificado

• Añadir los nucleótidos marcados 

con fluorocromo y con un 

terminador en 3’, polimerasa y 

cebadores

• Tomar la imagen de todo el flowcell

• Eliminar el terminador y el 

fluorocromo y iniciar el próximo 

ciclo

https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM
https://www.illumina.com/documents/products/techspotlights/techspotlight_sequencing.pdf


Método de Illumina



Comparación de métodos

Cada método en el mercado 

tiene sus fuertes y debilidades

Principales diferencias:

• La longitud de la lectura

• El número de lecturas

• El tiempo que lleva un 

proceso

• Los tipos de errores que 

podemos esperar

o 454 indels

o Illumina cambios de 

una base 



APLICACIONES

Secuenciación del ADN 

genómico
Expresión génica y su 

regulación
Epigenómica

• Ensamblar un genoma 

• SNVs and CNVs

• Inserciones y 

deleciones

• Expresión génica

• ARNs pequeños

• TFBSs

• Metilación del ADN

• Modificaciones 

químicas en histonas

• Cromatina

Imágenes extraídas de Schweiger et al., 2010.



RNA-seq

Permite:
• Detectar transcritos raros sin conocer el gen previamente

• Detectar splicing alternativo

• Detectar variación de secuencia

https://en.wikipedia

.org/wiki/RNA-Seq

https://en.wikipedia.org/wiki/RNA-Seq


RNA-seq

Transcripción inversa usando la poli-A

http://bio3400.nicer

web.com/Locked/m

edia/ch19/cDNA.ht

ml

http://bio3400.nicerweb.com/Locked/media/ch19/cDNA.html


RNA-seq

Permite:
• Detectar transcritos raros sin conocer el gen previamente

• Detectar splicing alternativo

• Detectar variación de secuencia

https://en.wikipedia

.org/wiki/RNA-Seq

https://en.wikipedia.org/wiki/RNA-Seq


Detectar fronteras entre exones y intrones

https://en.wikipedia.org

/wiki/RNA-

Seq#/media/File:RNA-

Seq-alignment.png

https://en.wikipedia.org/wiki/RNA-Seq#/media/File:RNA-Seq-alignment.png


RNA-seq

http://www.rna-seqblog.com/bioinformatics-for-rna%E2%80%90seq-data-analysis/

http://www.rna-seqblog.com/bioinformatics-for-rna%E2%80%90seq-data-analysis/


miRNA-seq

Source:
http://en.wikipedia.org/wiki/MicroRNA

_Sequencing

• Extracción del RNA total

• Ligar adaptadores

• Seleccionar por longitud

• Generar una librería de cDNA

• Secuenciar 

• Análisis bioinformático

http://en.wikipedia.org/wiki/MicroRNA_Sequencing


CHIP-seq

• Un factor de transcripción (TF) es una proteína que se une a una secuencia de 

DNA específica

• Controlan la expresión génica

• Pueden tanto promover (activadores - activator) o bloquear (represores- repressor) la 

unión de la polimerasa de RNA

• Estas proteínas tienen dominios específicos que les permite unirse al DNA

• Los TF se unen o al promotor o a un enhancer (“potenciador”) 

https://www.khanacademy.org/science/biology/gene-regulation/gene-regulation-in-eukaryotes/a/eukaryotic-transcription-factors

https://www.khanacademy.org/science/biology/gene-regulation/gene-regulation-in-eukaryotes/a/eukaryotic-transcription-factors


CHIP-seq

• Un factor de transcripción (TF) es una proteína que se une a una secuencia de 

DNA específica

• Controlan la expresión génica

• Pueden tanto promover (activadores - activator) o bloquear (represores- repressor) la 

unión de la polimerasa de RNA
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https://www.khanacademy.org/science/biology/gene-regulation/gene-regulation-in-eukaryotes/a/eukaryotic-transcription-factors

https://www.khanacademy.org/science/biology/gene-regulation/gene-regulation-in-eukaryotes/a/eukaryotic-transcription-factors


CHIP-seq

https://en.wikipedia.org/wiki/ChIP-sequencing

1. Enlaces covalentes entre ADN y proteínas 

mediante formaldehído (reversible)

2. Inmunoprecipitación mediante un 

anticuerpo específico al factor de 

transcripción

3. Extraer /enriquecer las secuencias de 

ADN a las que se había unido une la 

proteína

4. Secuenciar el ADN

5. Localizar el ADN en el genoma

Detección experimental de los sitios de 

unión a factores de transcripción 

https://en.wikipedia.org/wiki/ChIP-sequencing


La salida: el formato fastq

@SRR037876.8543926 GSM522374_1:1:148:931:861

TAGTTCTACAGTCCGACGATCTCGTATGCCGTCTTC

+

BB@+?0:4@B@-@/A<3A7@-=@<1=@87=?<==9#

@SRR037876.8543927 GSM522374_1:1:148:931:517

AGCTACATTGTCTGCTGGGTTTCTCGTATGCCGTCT

+

BBC@3<1=872661.@C;@A93+?:;.2.?386<;>

@SRR037876.8543928 GSM522374_1:1:148:931:648

TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTAATCGTATGCCGCT

+

5@059)@6?':9>0<@@)@=BA8)99@3258?####

@SRR037876.8543929 GSM522374_1:1:148:931:770

GCTACATTGTCTGCTGGGTTTCTCGTATGCCGTCTT

+

Identificador

Secuencia de la lectura 

(‘read’)

Calidad de la lectura’

La calidad 
Los caracteres se pueden convertir en 

un score (Q, Phred score) de calidad

La salida del secuenciador: Los reads (lecturas) en formato fastq



La calidad

Línea de calidad:

BB@+?0:4@B@-@/A<3A7

ASCII codificación

B = 66

@=64

+ = 43

…

Codificación depende del fabricante

(por ejemplo codificación Sanger para la 

línea de calidad de de arriba)

Q(B) = 66 – 33 = 33 (primer base)

Q(@) = 64 – 33 = 31 (tercer base)

Q(+) = 43 – 33 = 10 (cuarta base)

…



La calidad

Phred Score y probabilidad de un error de secuenciación

https://en.wikipedia.org/wiki/Phred_quality_score

https://en.wikipedia.org/wiki/Phred_quality_score


Control de calidad: FastQC

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/pr

ojects/fastqc/

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/Hel

p/3%20Analysis%20Modules/2%20Per%20Base%20Sequence%2

0Quality.html

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/Help/3 Analysis Modules/2 Per Base Sequence Quality.html


Adaptadores y lecturas con baja calidad

Si la molécula de RNA/DNA o el fragmento de DNA es mas corto que el 

número de ciclos

 Se secuencia parte del 3’ adaptador

 Hay que encontrar esta secuencia y eliminarla de la lectura

La calidad de la secuenciación va bajando hacia el extremo 3’

 Cortar la parta con menor calidad en 3’

Trimmomatic: 

http://www.usadellab.org/cms/?page=

trimmomatic

Cutadapt: 

https://cutadapt.readthedocs.io/en/sta

ble/

Trim_galore: 

https://www.bioinformatics.babraham.

ac.uk/projects/trim_galore/

http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/


Adaptadores y lecturas con baja calidad

La idea básica es eliminar las bases del extremo 3’ que están por debajo de cierto umbral de 

calidad –> ¡usar la información valida del extremo 5’!

Para eso, cutadapt usa la sumación parcial desde el extremo 3’:

Suponemos un umbral de calidad de Q=10 y la siguiente serie de valores Q
A   C   T   G   A  C  T   G  A  C

42, 40, 26, 27, 8, 7, 11, 4, 2, 3

Se resta primero el umbral de los valores Q:

32, 30, 16, 17, -2, -3, 1, -6, -8, -7

Se calcula la suma parcial (empezando en el extremo 3’) 

(70), (38), 8, -8, -25, -23, -20, -21, -15, -7

• El proceso se para en un valor > 0
• La lectura se corta en la posición que presenta el mínimo en la suma parcial 
• La lectura final se quedaría en las primeras 4 nucleótidos: ACTGACTGAC  ACTG

https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/

