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La secuenciacién de genomas, desde el descubrimiento del ADN como molécula portadora de la infor-
macion genética heredable, ha ido ganando importancia debido a la gran cantidad de informacién que
aporta y a la utilidad de esta en diferentes campos de la ciencia. Con este articulo se inicia una serie en la
que se revisan los métodos de secuenciacién de acidos nucleicos. Los primeros métodos de secuenciacién
permitieron el avance fundamental de la Biologia Molecular, abrieron las puertas para el desarrollo de
nuevas tecnologias de secuenciacién e iniciaron el desarrollo de nuevas disciplinas cientificas que hoy tienen
gran repercusién como son la Gendmica y la Transcriptémica.

Genome sequencing, since the discovery of DNA as a molecule that carries inheritable genetic informa-
tion, has been gaining importance due to the large amount of information that provides and its usefulness in
different fields of science. This article begins a series that reviews nucleic acid sequencing methods. The
first sequencing methods allowed the fundamental advancement of Molecular Biology, opened the doors for
the development of new sequencing technologies and started the development of new scientific disciplines

that today have great repercussions such as Genomics and Transcriptomics.
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Uno de los grandes intereses de los cientificos
y cientificas siempre ha sido entender dénde y c6-
mo se codifica toda la informaciéon que determina el
desarrollo de los seres vivos y muchas han sido las
suposiciones acerca de esto desde edades tempranas
de la Ciencia. Pero no fue hasta 1952 que los estudios
realizados por Alfred Hershey y Martha Chase de-
mostraron cudl era realmente la macromolécula sobre
la que recaia el papel de transmitir la informacion
genética en los organismos!!l. La macromolécula en
cuestion se trataba de los acidos nucleicos (funda-
mentalmente el acido desoxirribonucleico (ADN) y el
acido ribonucleico (ARN) en algunos tipos de virus),
no las proteinas como habian propuesto otros inves-
tigadores. Desde entonces, innumerables han sido los
estudios que se han centrado en esta macromolécula y
que han llevado hasta la secuenciacién de los genomas
(conjunto de informacién genética contenido en un
ser vivo, incluyendo los virus). S6lo un ano después,
en 1953, y siguiendo las reglas de Erwin Chargaff
sobre las proporciones de las bases nitrogenadas en el
ADN[23 | se propuso la estructura en doble hélice del
ADN por parte de James Watson y Francis Crick (Y,
usando los datos cristalograficos obtenidos por Ro-
salind Franklin y Maurice Wilkins. Ademas, en 1958
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Matthew Meselson y Franklin Stahl demuestran que
la replicacién del ADN es semiconservatival’l, lo que
pone de relieve la importancia de la estructura en
doble hélice del ADN. Estos y otros antecedentes,
tanto cientificos como técnicos, establecieron una ba-
se firme que condujo al desarrollo de los primeros
métodos de secuenciacion de acidos nucleicos. Estos
aparecieron en los anos 60 del siglo XX aunque eran
muy limitados y fueron ampliamente superados por
los disenados al final de los anos 70 del siglo XX.
Estos tltimos, han tenido mucho mas recorrido y han
sido empleados de forma rutinaria durante casi medio
siglo.

De entre todos los que aparecieron fueron dos los
de mayor éxito: el método de modificacién y escisién
quimica ideado por Allan Maxam y Walter Gilbert [6]
y el método de secuenciacién por sintesis diseniado
por Frederick Sanger!”. Debido al extraordinario de-
sarrollo de las técnicas de secuenciacién de acidos
nucleicos, a estos métodos se los conoce actualmente
como de primera generacion. De entre ambos, ha sido
el método de Sanger el que ha tenido una mayor
aceptacién y desarrollo, siendo el que ha permitido
la fundacién de la Genémica gracias a la primera
secuenciacién completa de un genoma de ADN, el


mailto:jmvalderrama@uma.es, fortigosa@uma.es, rcanas@uma.es

€13 VOLXIIL. No.173

ENCUENTROS EN LA BIOLOGIA

20

del bacteriéfago ¢X174 (5.386 pb)®! (curiosamente
el primer genoma secuenciado fue el del bateriéfago
MS2 que es un virus ARN y se realizé directamente
sobre su molécula ARN con métodos puestos a punto
previamente por Sanger en los afios 60%'7). Ademds,
la automatizacién de esta técnica fue definitiva para
la consecucion del Proyecto Genoma Humano. Sin
embargo, el desarrollo tecnolégico y bioinformatico
ha propiciado el surgimiento y la expansién de las
técnicas de secuenciacién masiva de acidos nucleicos
conocidas como secuenciacién de préxima generacion
(NGS en inglés), provocando que las técnicas de pri-
mera generacion hayan dejado de ser usadas para la
secuenciacién de genomas completos. No obstante,
actualmente la secuenciacién de Sanger sigue siendo
una técnica bésica utilizada o requerida por todos
los laboratorios donde se realiza clonacién molecular.

Método de escision quimica (Ma-
xam y Gilbert)

El método de secuenciacién quimico disenado
por Allan Maxam y Walter Gilbert fue publicado
en 19770 y mejorado en 1980!'!l. Esta técnica se
basa en la escisién especifica de bases nitrogenadas
en la cadena de ADN vy la posterior ruptura de la
cadena de ADN en el sitio de la escisién de la base
nitrogenada debido a su mayor fragilidad (Figura 1).
En la técnica original se realizan cuatro reacciones
de escisién diferentes. En la primera reaccion se me-
tilan las purinas, es decir, guaninas (posicién N7) y
adeninas (posicién N3), usando dimetilsulfato. Estas
modificaciones hacen que el enlace glucosidio se pue-
da romper facilmente mediante calor. Finalmente, la
escision de estas bases provoca que el enlace entre la
desoxirribosa y el fosfato sea mas inestable y se pueda
romper en medio bésico a 90° C. La siguiente reaccién
permite la escision de la adenina preferentemente so-
bre la guanina. Puesto que su enlace glucosidico es
mas débil que el de la guanina cuando ambas estas
metiladas, se pueden usar acidos diluidos para la es-
cision preferencial de la adenina. Para la ruptura de
la cadena del ADN se usa el mismo procedimiento
que el descrito anteriormente. En el caso de las ba-
ses pirimidinicas las reacciones quimicas son mucho
més complejas usandose reacciones secuenciales con
hidracina y piperidina. Primero la hidracina elimina
las citosinas y timinas llegando a abrir el anillo de la
desoxirribosa. Posteriormente la piperidina realiza la
ruptura de la cadena de ADN rompiendo el enlace
con el fosfato. La ltima de las reacciones permite
la escisién de la citosina y es la misma descrita para

ambas pirimidinas salvo que se afiade 2 M de NaCl lo
que inhibe la reaccion de escision de las timinas. En
posteriores versiones del método se emplearon dife-
rentes reacciones quimicas. En la de 1980, cambi6 el
método de modificacién y escisién de ambas purinas,
en este caso se escinden mediante el uso de un acido.
Ademss, se emplea la modificacién por dimetilsulfato
junto a piperidina para la escision de las guaninas, y
no preferentemente de las adeninas como se hacia en
la version original donde esta reaccién en ocasiones
podia originar ambigiiedad en la interpretacién.

Estas reacciones quimicas no son totalmente efi-
caces por lo que se genera una serie de fragmentos de
distinto tamafio por cada reacciéon de modificacién
de bases. Para la identificacion de los fragmentos y la
determinacion de la secuencia de ADN se requiere el
marcaje radioactivo con 32P del extremo 5’ del ADN
a secuenciar mediante el uso de una quinasa. Los
productos las reacciones de escision son resueltos en
un gel de poliacrilamida, el cual es revelado mediante
una autorradiografia. Los productos de cada reaccién
especifica de modificacién se cargan en calles separa-
das del gel lo que permite identificar la secuencia del
de la molécula de ADN en cuestién por los patrones
de bandas que se obtienen en las diferentes calles
determinando cada una de ellas el sitio de escisiéon
para un nucledtido o dos en concreto (Figura 2).

El rango de separacién (tamano) de fragmentos
de los geles de poliacrilamida determina el tamano
del producto de la secuenciaciéon llegando a unas 250
bases!'!]. Una de las ventajas de este método reside
en que no se necesita realizar la clonacién o amplifica-
cién del fragmento a secuenciar como ocurre en el de
Sanger. Esta fue una de las razones que hicieron que
a pesar de publicarse dos anos después que el método
de Sanger en un principio su difusién fuese mucho
mayor que este ultimo. La clonacién molecular no
se encontraba muy extendida en aquellos momentos
(la primera clonacién del ADN copia completo de
un gen en la Universidad de Malaga no fue hasta
el ano 1993[12]), por ello era una gran ventaja usar
un método que no necesitaba de ella, bastaba con la
purificacién del ADN y su fragmentacién con enzimas
de restriccién. Sin embargo, este método requiere de
ADN monocatenario, el uso de compuestos quimicos
peligrosos y una mayor manipulacién que el método
de Sanger. Finalmente, estos problemas junto con la
diseminacién de la clonacién molecular por todo el
mundo, la mejora de la sintesis de oligonucleétidos, y
un mayor desarrollo instrumental y metodolégico de
la técnica de Sanger hicieron que su uso terminase
abandonandose.
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Figura 1. Representacion esquemdtica de la modificaciéon quimica y escision de las purinas llevadas a cabo en el método de
Maxam y Gilbert de 1977 61 Las reacciones quimicas no son totalmente eficaces y se dan lugar diferentes productos tras las
escisiones. Imagen disefiada en Biorender.

Método de terminacion de la cade-
na (Sanger)

La primera versién del método de Sanger se pu-
blicé inicialmente en 19757 y fue completado en 1977
con el uso de didesoxinuclueétidos terminadores!?.
Se trata de un método de secuenciacién por sintesis,
es decir, basado en la replicacién de una molécula
de ADN por la ADN polimerasa. A partir de un oli-
gonucledtido cebador la ADN polimerasa origina un
conjunto de oligonucleétidos de diferentes tamanos
y complementarios a la hebra molde (Figura 3A).
La actividad enziméatica de todas las moléculas de
la ADN polimerasa no es sincrénica por lo que se
pueden generar productos (oligonucleétidos) de tama-
nos aleatorios. Ademads, en esta reaccién uno de los
cuatro desoxinucleétidos trifosfato (ANTP) se encuen-
tra marcado radioactivamente (32P). Posteriormente,
tras purificar los productos de la primera reaccién se
debian realizar dos tipos de reacciones con la ADN
polimerasa llamadas minus y plus, y basadas en el
uso diferencial de los desoxinucleétidos y que por
combinatoria dan lugar a ocho reacciones diferentes.
En las reacciones minus se incorporan tres de los des-
oxinucleétidos (ej. dATP, dTTP y dGTP) pero no el
cuarto (ej. dCTP) (Figura 3B). En las reacciones plus

sélo se incorpora un desoxinucleétido (ej. dCTP) asi
los productos de esta reacciéon deben tener terminar
en el mismo nucleétido (en este caso C) y presentar
un nucleétido més que el producto equivalente de la
reaccién menos (Figura 3C). Los productos de las
reacciones marcados radioactivamente (*2P) poste-
riormente deben resolverse en un gel desnaturalizante
de poliacrilamida y revelarse en una autorradiografia.
El problema de esto es que requiere la realizacion
8 reacciones diferentes (4 reacciones plus por cada
uno de los diferentes ANTPs y sus reacciones minus
correspondientes) y los resultados eran dificiles de
interpretar, ademéas que la longitud de secuenciacién
no era muy grande debido al sistema empleado. En
1977 se resolvieron los principales problemas al usar-
se nuclestidos terminadores!'?). La ADN polimerasa
usa una hebra de ADN como molde y va incorporan-
do nucleétidos complementarios hasta introducir un
terminador de la secuenciacién. Estos terminadores
son didesoxinucleétidos trifosfato (ddNTPs) que ca-
recen del grupo hidroxilo (TOH) en el carbono 3’ de
la ribosa, de manera que no se puede introducir el
siguiente desoxinucle6tido (ANTPs). De este modo,
en reacciones independientes sobre el fragmento que
queremos secuenciar, se afiaden los cuatro dNTPs (ej.
dATP, dCTP, dGTP y dTTP) asi como una fraccién
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de un ddNTPs (ej. ddATP). Esto hace que en vez de
ocho reacciones se realicen cuatro y que las reacciones
puedan desarrollarse a partir de un inico cebador que
puede ser de secuencia conocida, por ello la longitud
de secuenciacién puede ser mayor limitandola ni-
camente el método de separacién de los fragmentos
de ADN obtenidos. Estadisticamente hablando, se
deberian producir fragmentos de todos los tamanos
posibles por la introduccién de esos ddNTPs en dife-

Marcaje radioactivo

~

rentes momentos. Gracias a esto, y a la separacion
del producto de cada reaccién en una electroforesis en
un gel desnaturalizante de poliacrilamida, se puede
obtener la secuencia de ADN de ese fragmento con-
creto atendiendo a la posicién y orden de cada una
de las bandas respecto a las cuatro diferentes calles
que corresponden al mismo nimero de reacciones de
secuenciacion por cada ddNTP (Figura 4A).
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Figura 2. Ilustraciéon esquemética del método de secuenciacién por escisién quimica de Maxam y Gilbert en su versién de
19801'). Las diferentes reacciones, llevadas a cabo de manera independiente, se separan en un gel de poliacrilamida y en
funcién de las bandas se puede resolver la secuencia del fragmento analizado. El revelado de las bandas es posible gracias al
marcaje con isotopos radioactivos.

En un principio los ddNTPs se encontraban mar-
cados radioactivamente, con 3?P o 3°S en la posicién
a correspondiente a los grupos fosfato de uno de los
cuatro desoxinucledtidos trifosfato. Sin embargo, esto

presenta dos importantes desventajas. Por un lado,
la necesidad de realizar cuatro reacciones separadas,
para cada nucleétido o combinacién de nucledtidos,
debido a que no se puede discernir entre las senales



€43 VOL.XIIL..No.173

ENCUENTROS EN LA BIOLOGIA

23

radioactivas de las diferentes reacciones, y en segun- técnico que realizaba este proceso.

do lugar el riesgo contra la salud del investigador o
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Figura 3. Representacion esquematica de la primera versiéon del método de Sanger donde se realizaba una primera reaccién

con cebadores, ADN polimerasa y los 4 dNTPs para generar una mezcla de oligonucleétidos (A) que posteriormente seria usada

en las reacciones minus, que empleaba todos los ANTPs menos uno de ellos (B), y una reaccién plus donde se usaba el ANTP

restante (C). La combinatoria da lugar a un total de 8 reacciones independientes que eran resueltas en un gel desnaturalizante
de poliacrilamida para leer e interpretar los resultados.

Durante el proceso de secuenciacién del genoma
humano, estos inconvenientes fueron solventados me-
diante el uso de nucleétidos terminadores unidos a
fluorocromos. Actualmente, se usan fluorocromos que
al ser excitados a 488 nm de longitud de onda me-
diante un laser de Argon emiten luz a otra longitud
de onda determinada. Para cada tipo de didesoxinu-
cleétido se asocia un fluorocromo que emite luz a una
longitud de onda diferente (por ejemplo, dicloro[R6G]
para la adenina; dicloro[ROX] para la citosina; diclo-
ro[R110] para la guanina; dicloro[TAMRA] para la
timina) 141, Esto permite discernir entonces entre ca-
da base nitrogenada dentro de una tnica reacciéon de
secuenciacion. Los fluorocromos son derivados de la
rodamina, un compuesto organico heterociclico y fluo-
rescente. El problema que tienen estos fluorocromos
es que a una misma longitud de onda de excitacién
(488 nm) presentan diferentes intensidades en sus
respuestas de emision. Por ello se han desarrollado

nuevos terminadores que contienen dos fluorocromos,
como los BigDye (Applied Biosystems), para poten-
ciar e igualar las senales de emisién mediante el esta-
blecimiento de un efecto de transferencia de energia
entre fluorocromos («FRET», en inglés) '), En los
equipos actuales la deteccion se realiza de manera
automatica por parte de un fluorimetro situado en el
extremo de una electroforesis capilar (Figura 4B).

En un principio tanto en el método de Maxam
y Gilbert como en el de Sanger, las electroforesis se
realizaban en geles desnaturalizantes de poliacrilami-
da debido a que presentaban resoluciones de hasta
un nucledtido entre fragmentos de ADN, la necesaria
para la secuenciacién. Ademas, el tamanio de los geles
solia ser lo mayor posible para aumentar el rango de
separacion de fragmentos y, por tanto, el resultado
(Figura 4B). El problema de esto estribaba en su di-
ficil manipulacién unido a que las muestras cargadas
en estos geles emitian radioactividad. Por ello, uno
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de los principales avances en el método de Sanger fue
la sustitucion de estas electroforesis «convencionales»
por el empleo de la electroforesis capilar. Esta imple-
mentacion técnica ha permitido aumentar el tamano
de los fragmentos de secuenciacién (en torno a 1.000
pb), el alto voltaje que permite aplicar ha aumentado
la velocidad del proceso (anteriormente podia durar
hasta ocho horas en comparacién con los 15 minutos
actuales), ha permitido disminuir la cantidad del ma-
terial de partida hasta el nivel de nanogramos (ng,
1079 g) y ha posibilitado la paralelizacién del proce-
so pudiendo realizarse hasta 384 muestras a la vez
debido al pequeno didmetro de los capilares (50-100
mm) "], El interior de estos capilares se encuentra
silanizado por lo que su carga es negativa y no ejerce
resistencia sobre el ADN cuya carga neta también
es negativa. Ademads se encuentran rellenos de poli-
meros lineales que ejercen de fase estacionaria en la
electroforesis.

Estos desarrollos técnicos hicieron que el método

S5-TACGATCGACTACG-3'

|

5-CGTAGTCGATCGTA-3'

/NN

ddATP  ddTTP ddCTP ddGTP

DNA

Cadena molde

Detector

RN

w

“—rO60rFr—-- 0600400

w

de Sanger se hiciese con el monopolio de la secuen-
ciacién de ADN durante cerca de dos décadas que
coinciden con los primeros avances importantes de la
Gendmica: secuenciacién del primer procariota (Hae-
mophilus influenzae; 1,83 Mb)16, el primer genoma
eucariota (Saccharomyces cerevisiae; 12,1 Mb) (171 el
primer genoma de una planta (Arabidopsis thalia-
na; 157 Mb) [15] 6 el genoma humano (Homo sapiens;
3,2 Gb)l. A pesar de los grandes avances en los
métodos de secuenciacién experimentados en los 1l-
timos quince afnos, que han cambiado los estudios
gendmicos, el método inventado por Sanger en 1977
sigue siendo el mejor para la secuenciacién de un
fragmento individual de ADN en el contexto de la
manipulacion de los acidos nucleicos en el laboratorio.
Sin estos pioneros de la Biologia Molecular nada de
lo hecho posteriormente existiria, la secuenciaciéon de
los acidos nucleicos nos concedi6 la herramienta para
leer los diferentes tomos del libro de la vida.

ddTTP ddCTP ddGTP
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Figura 4. Secuenciacién enzimética de Sanger. A) Las diferentes reacciones del método de Sanger se llevan a cabo por
separado. Cada reacciéon cuenta con un didesoxinucleétido trifosfato marcado con un isétopo radiactivo que actiia como
terminador de la reaccién. Las reacciones son resueltas en un gel de poliacrilamida donde, gracias a una autorradiografia, se
pueden observar los diferentes fragmentos de DNA y asi descifrar la secuencia. B) Esquema del método de Sanger utilizado en
la actualidad utilizando ddNTPs marcados con fluorocromos y el uso de la electroforesis capilar. Imagen diseniada en Biorender.
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