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Durante el desarrollo del Proyecto Genoma Humano fueron introducidos muchos avances técnicos al
método de secuenciacién de Sanger. Estos permitieron la paralelizacién y la automatizacion de este método
y sirvieron como preludio de la revoluciéon que supuso la aparicién de una segunda generaciéon de métodos
de secuenciacién. Con ellos se ha conseguido una reduccién espectacular de los costes de secuenciaciéon
y la produccién de grandes cantidades de informacién a partir de una muestra de acido nucleico. Esto
ha permitido realizar estudios masivos sobre los genomas y los transcriptomas, dando lugar a la era de
las ciencias émicas, durante la cual se han secuenciado multiples genomas de diferentes especies y se ha
estudiado su dindmica funcional a nivel genético, epigenético y transcripcional.

During the Human Genome Project, many technical advances were introduced to the Sanger sequencing
method. Those advances allowed the parallelization and the automation of this method, acting as a prelude
for the revolution that leaded to the appearance of a second generation of sequencing methods. With them, it
has been achieved a dramatic reduction in the sequencing cost and the production of large amounts of infor-
mation from a single nucleic acid sample. This fact has allowed to perform massive studies on genomes and
transcriptomes leading to the omics sciences era, in which multiple genomes from different species haven been
sequenced, and their functional dynamics have been studied at the genetic, epigenetic and transcriptional level.
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De los dos primeros métodos de secuenciaciéon
realmente eficaces y extendidos fue el disenado por
Frederick Sanger el que terminé triunfando y per-
mitiendo la secuenciacién de genomas completos!.
El impulso para el desarrollo definitivo de la secuen-
ciacién Sanger lo constituyé el Proyecto Genoma
Humano durante la década de los anos 90 del siglo
XX. Durante su transcurso, esta técnica fue refina-
da con la introduccién de numerosos avances con
respecto a su paralelizacién y automatizacion, me-
jorando asi la eficiencia y rendimiento del método.
Ademaés, estos avances asentaron las bases conceptua-
les que permitieron el desarrollo de nuevos métodos
de secuenciacion que se extendieron durante la pri-
mera década del siglo XXI y que estdn actualmente
consolidados. La gendémica como disciplina cientifi-
ca requeria de nuevos métodos e instrumentos para
una evolucion adecuada. Los costes y rendimiento del
método de Sanger hacian prohibitiva la expansion
de la genémica, incluyendo las ideas subyacentes al
Proyecto Genoma Humano como la medicina perso-
nalizada. Aunque el coste final del proyecto fueron
2.700 millones de délares!?; el coste real de secuen-

ciacién de un genoma humano completo en el afio
2001, cuando se disponia de su primer borrador, era
de 100 millones de délares!’], algo fuera del alcance
econémico de cualquier laboratorio individual.

Se hizo evidente la necesidad de nuevos méto-
dos de secuenciaciéon masiva de acidos nucleicos. El
desarrollo definitivo y la implantacién de estos méto-
dos transcurrieron durante las dos primeras décadas
del siglo xX1, revolucionando las Ciencias Biolégicas
hasta el punto en el que actualmente existen ramas
cientificas que no se pueden entender sin esta meto-
dologia. El principal objetivo de estos métodos es la
secuenciacion simultdnea de miles o millones de frag-
mentos de ADN, reducir extraordinariamente el coste
por base secuenciada y abordar de una forma maés
rapida problemas complejos como la secuenciacion
de grandes genomas eucariotas o la bisqueda de mu-
taciones causantes de enfermedades raras(*. Ademas,
la gran cantidad de secuencias generadas por estas
tecnologias permiten realizar estudios de expresion
génica o de interaccion proteina-acidos nucleicos me-
diante una aproximacién estadistica a los datos. En
muchos casos, esto ha permitido sustituir técnicas
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basadas en la hibridacién como las micromatrices
(microarrays) de ADN por la secuenciacién e incluso
generar nuevas aproximaciones para el estudio de
variantes alélicas o el ayuste alternativo (splicing).
Sin embargo, esto ha requerido un gran desarrollo
en el campo de la bioinformatica que permitiese la
manipulacion de la ingente cantidad de datos que
se generan. A pesar de ello, han aparecido nuevos
problemas, como la dificultad a la hora de ensam-
blar las secuencias de genomas eucariotas grandes y
complejos (con multitud de secuencias repetitivas)
(figura 1).

A la primera ola de métodos de secuenciacién
masiva se la ha denominado secuenciacién de 2.2 ge-
neraciéon y se engloban bajo las siglas NGS (Next
Generation Sequencing). La mayor parte de ellos se
basan en la sintesis de moléculas de ADN al igual
que el método de Sanger, aunque algunos tienen su
base en la ligaciéon de oligonucleétidos como el ca-
so de SOLiD (Thermo). Las NGS presentan claras
innovaciones en la forma en la que se produce la
paralelizacion, determinacién de los resultados de la
secuenciacion y en el aprovechamiento de la amplifi-
cacién de dcidos nucleicos mediante PCR, (Polimerase
Chain Reaction) lo que permite tener una cantidad
suficiente de acidos nucleicos de partida para la se-
cuenciacién masival®*’!. Son en estos puntos donde
radica el avance respecto a las técnicas precedentes.
Esta revision realizarda un repaso a los principales
métodos de secuenciacion de 2.2 generacion teniendo
en cuenta su importancia histérica y la extension de
su uso en investigacién, y excluyendo los métodos de
secuenciacion poco extendidos o aquellos no basados

A. Genomasimple

Ensamblaje l

en la sintesis de moléculas de ADN.

Pirosecuenciacién (Roche 454) e Ion Torrent
(Thermo Fisher)

La pirosecuenciacién fue desarrollada durante los
anos 90 del siglo XX, aunque no fue hasta 2005 que
aparecio en el mercado el primer equipo que usaba la
pirosecuenciacion de forma masiva (Pirosecuenciador
454 GS20) por parte de la empresa de Jonathan Roth-
berg, 454 Life Sciences. Posteriormente, la empresa
fue adquirida por Roche que abandoné esta tecno-
logia a mediados de 2016[%. La importancia de este
método de secuenciacién radica en que fue la primera
tecnologia de 2.2 generacién disponible. Ademads, la
tecnologia 454 presentaba principios comunes con
otras tecnologias de secuenciacién que se encuentran
todavia disponibles.

La paralelizacion y amplificacion clonal de las
muestras para la secuenciacion se logra gracias a la
realizacién de PCR en emulsion (emPCR). En pri-
mer lugar, el ADN es fragmentado y a los fragmentos
resultantes se les anaden dos adaptadores distintos
a ambos extremos de las secuencias. Posteriormente,
se generan micelas que contienen todos los reactivos
necesarios para realizar la PCR de forma individual
en cada gota. Esto incluye una particula esférica re-
cubierta de oligonucle6tidos complementarios de una
de las secuencias adaptadoras que han sido afnadidas
previamente a los fragmentos de ADN a secuenciar.
En este proceso se intenta conseguir que exista una
tnica molécula de ADN por micela para que el resul-
tado de la emPCR sea una amplificaciéon clonal. Esto
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Figura 1: llustracion del principal inconveniente de las técnicas de secuenciacion de 2.% generacion en la gendmica
estructural. El principal problema de esta tecnologia se da en el ensamblaje de genomas complejos, donde
el tamano y la cantidad de secuencias repetitivas son muy grandes, de manera que se puede obtener mds
de un posible ensamblaje a partir del mismo conjunto de secuencias cortas.
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se lleva a cabo ajustando las diluciones y proporcio-
nes de la cantidad de particulas y de fragmentos de
ADN. En las emPCR las copias del fragmento de
ADN se sintetizan sobre la particula a partir de los
oligonucleétidos anclados a ella. Al final del proceso
las particulas deben quedar envueltas por moléculas
clonales de ADN de hebra simple. Finalmente, la
paralelizacién de la secuenciacién se logra introdu-
ciendo de forma individual las particulas con el ADN
clonal en los pocillos de una placa de microtitulacién
(microtiter plate). La reaccién y deteccién de la se-
cuenciacion ocurre de forma individual y en paralelo
en cada pocillo de la placa. Por tanto, el ntmero
maximo de lecturas que se pueden obtener estd limi-
tado por el ntmero de pocillos en la placa. En un
procedimiento con buenos resultados el nimero de
lecturas seria cercano a los 1,5 millones.

En la secuenciacién se utiliza un oligonucle6ti-
do complementario al adaptador del extremo de las
secuencias que no se encuentra unido a la particu-
la. A partir de este cebador la polimerasa puede ir
anadiendo los nucleétidos para sintetizar una hebra
complementaria al fragmento clonal de la particula.
Debido al sistema de deteccion usado, los nucleétidos
se anaden de forma individual y ciclica. Por cada
nucleétido que sea incorporado se libera un pirofos-
fato (PPi), que es utilizado por la ATP sulfurilasa

Camara CCD

| Luciferasa

(EC 2.7.7.4) para la produccién de ATP a partir de
fosfoadenilsulfato. Entonces la enzima luciferasa (EC
1.13.12.7) emplea el ATP producido junto a luciferina
anadida para producir luz y oxiluciferina. Esta luz
es detectada por una cdmara CCD (dispositivo de
carga acoplada) de forma individual en cada pocillo
y se interpreta como la adicién de un nucleétido a la
secuencia, puesto que en cada ciclo de adicién sola-
mente se suministra un tipo de nucleétido se puede
ir siguiendo la secuencia de la hebra que se sinteti-
zal7l. Ademés, se detecta la emisién de luz para cada
pocillo de la placa de forma independiente, por lo
que el proceso se realiza en paralelo sobre mas de un
millén de fragmentos distintos de ADN (figura 2A).
El sistema en su maximo desarrollo permitia obtener
una media de lecturas de unos 700 pares de bases (pb)
por ejecucién, siendo muy cercana a la secuenciacién
de Sanger en este sentido!”l. Sin embargo, tenfa el
inconveniente de ser muy costosa (en torno a 9.000
euros por gigabase, Gb 10), puesto que se debian
gastar grandes cantidades de reactivos debido a los
ciclos de adicién de nucleétidos. Adicionalmente, las
zonas donde existen mas de 6/8 nucledtidos iguales
(homopolimeros) suponian un problema puesto que
producian un exceso de emisién de luz al incorporarse
los nucledtidos y causaban la saturacién del equipo
CCD conllevando errores en las lecturas.
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Figura 2: Principios bdsicos de la secuenciacion en los sistemas 454 e Ton Torrent. A) El sistema de secuenciacion
454 se sirve de las actividades enzimdticas de la ATP sulfurilasa y luciferasa para producir una senal
luminica cada vez que se introduce un nuevo nucledtido en la hebra que se estd sintetizando. Dado que los
nucledtidos se anaden de forma ciclica en cada pocillo es posible determinar la secuencia de la hebra que
se estd sintetizando. B) Ion Torrent permite la deteccion de la incorporacién de un nucledtido mediante el
cambio en el voltaje que se produce por la liberacion de un protén en la incorporacion de un nucledtido. Al
igual que con el sistema 454, la adicion de nucledtidos es ciclica permitiendo asi la determinacion de las

secuencias. Imagen disenada con Biorender.
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El sistema Ion Torrent usa buena parte de los
principios técnicos de la secuenciacién 454: se trata
de un método de secuenciaciéon por sintesis, para la
amplificacién clonal del ADN se usa emPCR, las pla-
cas de microtitulacion permiten alojar particulas con
fragmentos clonales en cada pocillo para la paraleliza-
cién de la secuencicacion y la adicion de nucle6tidos
es ciclica. Esto se explica porque también fue ideado
por Jonathan Rothberg y desarrollado por la empresa
que fundd y que comparte nombre con la tecnologia,
Ton Torrent, aunque luego fue adquirida por Thermo
Fisher. Esta tecnologia se diferencia de la 454 en que
la deteccion de la incorporacién de los nucleétidos
se realiza mediante la detecciéon de los cambios en
el voltaje provocados por la liberacién de un protén
(H") que ocurre cuando se afiade un nucleétido a la
cadena de ADN que se sintetiza por parte de la ADN-
polimerasal®l (figura 2B). Al contar con los mismos
principios técnicos que el sistema de secuenciacién
454, también presenta problemas con la saturacion de
sefial en la secuenciacion de regiones homopoliméri-
cas: la adicion de 6-8 moléculas del mismo nucleétido
de forma consecutiva en la secuencia causa un exce-

so de liberacion de protones que termina saturando
la capacidad del sensor. No obstante, las placas de
microtitulacién tienen mayor capacidad que las de
454: cuentan con millones de pocillos y de sensores
capaces de detectar los cambios eléctricos causados
por la liberacion de los protones, lo que hace que haya
equipos capaces de generar en torno a 130 millones de
lecturas y 50 Gb de secuenciacién. El tamano medio
de las lecturas es inferior al sistema 454 siendo de
unas 200 pb, pero el precio por Gb secuenciada es
muy inferior al requerir una cantidad mucho menor
de reactivos (40 euros aproximadamente). La capaci-
dad de obtener un gran ntimero de lecturas y el bajo
coste de secuenciacién han permitido la subsistencia
de esta tecnologia.

INlumina-Solexa y GeneReader (Qiagen)

Otro tipo de sistemas de secuenciacién de 2.2 ge-
neracion que se basan en la sintesis de ADN usan
como base la terminacién ciclica reversible donde
se emplean nucledtidos terminadores marcados que
son regenerados para que pueda continuarse con la

Figura 3: Sistema de secuenciacion Illumina. Solo un fragmento de ADN entra en cada micropocillo o region clonal
(A), se une a los adaptadores del fondo de dicho micropocillo y, por accion de una polimerasa, este
fragmento es duplicado y queda unido al fondo por un adaptador (B). El adaptador libre de este fragmento
se une a otro adaptador complementario del fondo del micropocillo permitiendo la amplificacion, conocida
como PCR puente (C) y originando multitud de fragmentos clonales (D), selecciondndose de ellos sdlo una
de sus hebras (E). Posteriormente, estos fragmentos se secuenciardn gracias a nucledtidos terminadores
reversibles y marcados con distintos fluoréforos para cada base nitrogenada (F). Al incorporar la ADN
polimerasa un nucledtido a la secuencia se determina la serial de fluorescencia de cada Tegion clonal para
componer cada una de las secuencias (G), posteriormente se eliminan los fluordforos de los nucledtidos
aniadidos y se regeneran sus extremos 3-OH por eliminacion del 3’-O-azidometilo para poder continuar
con la siguiente ronda incorporacion de nucledtidos (H). Imagen diseriada con Biorender.
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sintesis. El caso mas representativo y de mayor éxito
comercial hasta la fecha, marcando el estandar para
numerosas aplicaciones, es el de Illumina-Solexa. La
compania Solexa desarrollé la tecnologia al final del
siglo XX y comienzos del siglo XxXI lanzando su primer
secuenciador comercial en 2006 (Genome Analyzer).
Ante su éxito, fue adquirida por la compania Illu-
mina en 2007 y desde entonces se ha convertido en
la plataforma NGS de mayor implantaciéon a nivel
mundial.

Esta plataforma utiliza la técnica de PCR puen-
te en placas conocidas como celdas de flujo (flow
cell) para la amplificacién clonal y paralelizacién del
proceso. Su tecnologia miniaturizada permite la gene-
racién de miles de millones de regiones clonales en los
micropocillos de las placas de los aparatos mas avan-
zados (NovaSeq 6000). Para realizar la PCR puente
los fragmentos de ADN han de ser seleccionados por
tamaifios y a cada extremo ha de unirse un adaptador
distinto (3’ 0 5’). En los micropocillos se encuentran
dos tipos de oligonucledtidos unidos a la placa siendo
cada uno especificamente complementario de uno de
los adaptadores que tienen los fragmentos de ADN
de la libreria en sus extremos. Este oligonucledtido
es usado como cebador para la amplificacién y el
ADN como cadena molde para realizar la sintesis
de una hebra de ADN que quedard unida a la pla-
ca por el cebador. Posteriormente se dejara hibridar
el adaptador del extremo libre de la cadena con su
oligonucleétido complementario unido a la placa, ge-
nerando una estructura en forma de puente. A partir
de ella se realizara la sintesis de la hebra comple-
mentaria. Estos ciclos de PCR se repetiran hasta
formar una masa clonal suficiente en el micropocillo.
Finalmente, inicamente se seleccionan las moléculas
pertenecientes a una hebra del fragmento de ADN
de partida para comenzar la secuenciacién [ (figura
3A-E).

Una vez realizadas las amplificaciones clonales la
secuenciacion se realiza utilizando nucleétidos con
terminadores reversibles y marcados con fluoréforos
(diferentes para cada base nitrogenada). A cada ciclo
de sintesis se incorpora a la hebra naciente un nucleé-
tido terminador y se registra el tipo de emision de luz
que emite cada micropocillo, lo que indica cudl es el
nucleétido anadido a la secuencia. Posteriormente se
elimina el fluor6foro de los terminadores, para evitar
interferencias en la senial durante el siguiente ciclo
de adicién, y se regenera el grupo hidroxilo en el
carbono 3’ de la desoxirribosa eliminando el grupo
de bloqueo 3’-0-azidometilo (figura 3F-H). Esto se
hace mediante el uso de agentes quimicos reducto-
res como la tris(2-carboxietil)fosfina. Este sistema
de secuenciacién permite que todos los grupos clo-

nales se secuencien al mismo tiempo generando un
gran nimero de lecturas (hasta 20.000 millones) y
abaratando mucho los costes por Gb secuenciada,
menos de 6 euros. El gran ntimero de lecturas que
se obtienen permite la realizacién de analisis estadis-
ticos que suministran datos que van mas alla de la
simple secuencia de los acidos nucleicos. Por ejemplo,
se pueden determinar el nivel de expresion génica de
cada uno de los genes de un genoma completo (RNA-
Seq) 5] 6 los sitios de interaccién de proteinas con el
ADN de un genoma (ChIP-Seq)"). El problema de
este sistema es que el tamano de las lecturas que se
obtienen es pequeno, entre 50 y 300 pb, debido a los
ciclos de regeneracién de los terminadores reversibles
que no son totalmente eficaces. Esta caracteristica
dificulta mucho el ensamblaje de genomas eucariotas
grandes y repetitivos mediante técnicas computacio-
nales. Aun asi, sigue siendo el sistema més usado en
la actualidad, precisamente por su gran capacidad de
secuenciacion (alto nimero de lecturas y hasta 6.000
Gb).

Otro sistema de secuenciacién que utiliza termi-
nadores reversibles marcados con fluoréforos es el
GeneReader de Qiagen. Fue desarrollado en primer
lugar por la empresa Intelligent BioSystems que en
2012 fue adquirida por Qiagen, que relanzo el equipo
en 2015 unido a otros equipos propios de la mar-
ca para crear una plataforma de tipo «todo en uno»
(desde la preparacién de las muestras hasta el analisis
de los resultados), con un claro enfoque biomédico y
clinicol’l. En este caso la amplificacién clonal que se
utiliza es mediante emPCR, pero la secuenciacion al
igual que la de Illumina se basa en el uso de nucledti-
dos terminadores reversibles marcados con fluoréforos.
Sin embargo, en el sistema GeneReader no todos los
terminadores que se incorporan tienen marcaje fluo-
rescente, solamente una porcién de ellos. Se trata de
tener una senal suficiente durante la secuenciacion
al contrario de Illumina que pretende asegurar que
todos los terminadores incorporados emitan fluores-
cencial”l. La ventaja de esto es que se reducen los
problemas derivados de la efectividad de eliminar
los fluoréforos. Debido al uso tan especifico con el
que se pretende comercializar no es una plataforma
muy extendida. Ademads, tiene una baja capacidad
de generar lecturas (maximo de 50 millones) y con
longitudes pequenas (100-150 pb).

Problemas con el tamano de las lecturas

Uno de los principales inconvenientes de las tecno-
logias de secuenciacién de 2.? generacion es el tamaifio
de las lecturas que se producen. Esto es una gran
desventaja para los trabajos de genémica estructural
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o para ver dindmicas de ayuste alternativo (alterna-
tive splicing). Esto se debe a que las herramientas
bioinformaticas no consiguen generar ensamblajes de
novo con gran calidad a partir de estas secuencias
cortas en el caso de tratarse de genomas grandes
y complejos, con multitud de secuencias repetitivas.
Con el objetivo de sortear estas dificultades se han
planteado diversas estrategias. Debido a la extensién
del uso de la tecnologia de Illumina la mayor parte
se han centrado en realizar ajustes técnicos de la se-
cuenciaciéon que permitan un ensamblaje mas sencillo
de las lecturas obtenidas. Estos métodos consisten
en el marcaje previo de los fragmentos de ADN con
etiquetas o codigos de barra (tags, oligonucle6tidos de
secuencia conocida) que ayudan a reconocer las lec-
turas como miembros de una misma regién gendmica.
A esta aproximacién se la ha llamado «secuenciacion
de lecturas largas sintéticas» . Esta estrategia ha
sido desarrollada por la misma Illumina apoyandose
en la infraestructura de la que ya disponen.

Por otro lado, en este tipo de aproximaciones
también cabe destacar a la compania 10X-Genomics
que ha desarrollado su propio método para la genera-
cién de «lecturas enlazadas» usando la secuenciacién
Mluminal”). Entre las capacidades del equipo conoci-
do como Chromium se encuentra la de realizar una
amplificacién isotérmica de fragmentos de ADN ge-
noémico de alto peso molecular dentro de micelas
generadas por emulsion. En primer lugar, se frag-
menta el ADN gendémico en moléculas de alto peso
molecular. Gracias a un sistema de microfluidica se
crean micelas que contienen una molécula de ADN
de alto peso molecular y una particula que contiene
en su superficie las etiquetas o cdédigos de barra ne-
cesarios para la amplificacién clonal y marcaje de las
moléculas de ADN. Posteriormente, se realiza la am-
plificacién isotérmical'’! y los fragmentos de ADN se

pueden secuenciar en cualquier plataforma de secuen-
ciacion, siendo principalmente utilizada la plataforma
de Ilumina (figura 4). Sin embargo, el recorrido de
esta aproximacién no parece que vaya a prolongarse
mucho en el tiempo. De hecho, algunas compaiias
especialistas en servicios de secuenciaciéon han dejado
de ofrecerla en sus catalogos. La mayor extension
de las tecnologias de secuenciacién de tercera gene-
racion esta claramente disminuyendo la utilidad de
estas aproximaciones para la secuenciaciéon gendmica.
Las tecnologias de secuenciacién de 2.2 generacién se
encuentran actualmente en su mayor apogeo, permi-
tiendo realizar analisis avanzados tanto de gendémica
estructural como funcional. La fiabilidad de las lec-
turas resultantes de estos métodos es muy alta como
la capacidad de generar lecturas y la cantidad de
nucleétidos que se secuencian en cada proceso. No
obstante, estas tecnologias presentan limitaciones que
han empujado a nuevos desarrollos tecnoldgicos, sien-
do algunos de ellos el pequenio tamano de las lecturas
y la necesidad de amplificar el ADN de la muestra a
secuenciar. Esta ultima caracteristica hace que siem-
pre se secuencien copias de las moléculas originales,
perdiéndose las marcas epigenéticas o modificaciones
quimicas del ADN y el ARN, lo que ha impulsado
el desarrollo de la 3.2 generacién de los métodos de
secuenciacion de acidos nucleicos.
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