
UNIDAD 7. Secuenciación

Elaboró: Dra. Kadiya del C. Calderón Alvarado

UNIVERSIDAD DE SONORA

POSGRADO EN BIOCIENCIAS

MICROBIOLOGÍA MOLECULAR (2442)



TÓPICOS

I. Estrategias de secuenciación
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IV. Aplicaciones

V. Pipelines para el análisis de secuencias
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(deep-sequencing)
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individuales

Secuenciación masiva de 
fragmentos cortos

Pirosecuenciación en 
micropocillos (picotiter)

Segunda 
generación

Primera 
generación

Gel 
automáticoGel 

manual

Nature 458	:719-724	(2009)

EVOLUCIÓN DE LOS MÉTODOS DE SECUENCIACIÓN
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Maxam-Gilbert Sanger Automatizado Masiva o 
siguiente 

generación

Tercera 
generación

http://genomesonline.org
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CONCEPTO DE SECUENCIACIÓN
Es un conjunto de métodos y técnicas bioquímicas, 
cuya finalidad es determinar el orden de los 
nucleótidos (A, C, G y T) en una cadena de ADN.

1. Descubrir todas las variaciones en una 
secuencia

2. Visión general de todos los factores de 
virulencia de un organismo

3. Estudios taxonómicos y de identificación
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MAXAM – GILBERT - QUÍMICO

Se realiza un marcaje radioactivo en el extremo 5´ del fragmento de ADN con P32

El método utiliza 4 reacciones químicas
 G
 A+G
 C
 C+T
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MAXAM – GILBERT
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• Fragmentos separados por 
electroforesis en gel de 
poliacrilamida

• Detecta diferencias de longitud de 
tan solo un nucleótido. 

Nature 458	:719-724	(2009)



FUNCIONAMIENTO

La muestra se divide en cuatro alícuotas y se somete a cuatro reacciones químicas 
distintas, generando rupturas en el ADN después de la base indicada en cada una 
de las cuatro reacciones.
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Reactivo Corte en

Hidracina, NaCl Citocinas

90°C pH 7.0
Dimetilsulfato

90°C pH <7.0

Guaninas

Adeninas (Guaninas + Adenina)

Hidracina Citocinas + Timinas



EJERCICIO
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SANGER - ENZIMÁTICO

1977

Método enzimático de terminación de 
cadena

Componentes de la reacción 
 ADN molde 
 Enzima polimerasa que añada nucleótidos por el 

extremo 3´
 Primer (20 bases y marcado radioactivamente)
 Nucleótidos trifosfato
 Nucleótidos didesoxi marcados (baja concentración)
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MÉTODO SANGER
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DNA polimerasa
ADN molde
Primer



MÉTODO SANGER MANUAL

Usa ddNTPs marcados con
fluorescencia
Precisa de una sola
reacción, en lugar de 4
No emplea radioactividad
La separación por
electroforesis capilar
mejora el rendimiento
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Usa ddNTPs marcados con
fluorescencia
Precisa de una sola
reacción, en lugar de 4
No emplea radioactividad
La separación por
electroforesis capilar
mejora el rendimiento

Fragment
os	largos

Fragment
os	cortos Tubo	

capilar
Lectura

ADN	molde

ADN	
polimerasa												

MÉTODO SANGER AUTOMÁTICO
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Metzker, ML (2010) Sequencing technologies-
the next generation. Nature Rev Genetics 11:31-46



APORTACIONES CON SANGER

Los tres dominios de la vida

16La secuencia completa del genoma humano

GOS Project

Biblioteca metagenómica



Ventajas
• Baja tasa de error 

(<0.01%)
• Longitud de la lectura 

(~1000 pb)

Desventajas
• Alto costo por par de 

base
• Tiempo largos por 

corrida
• La necesidad de clonar 

los fragmento
• Cepas aisladas

SANGER
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Estándares de calidad (Best Practice Guidelines) 



SECUENCIACIÓN DE NUEVA GENERACIÓN
SECUENCIACIÓN MASIVA EN PARALELO NGS
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TIPOS DE NGS
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El material genómico se fragmenta y los
distintos fragmentos se secuencian
simultáneamente, generando millones
de lecturas en una sola reacción

Tipo de Amplificación 
(Clonal)

Emulsión (emPCR)

454

SOLiD

Ion Torrent

Fase sólida: Solexa/Illumina



Secuenciación	masiva	en	paralelo

Secuenciación	masiva	(2ª	y	3ª	generación):	

El	material	genómico	se	fragmenta	y	los	distintos	fragmentos	se	secuencian	
simultáneamente,	generando	millones	de	lecturas	en	una	sola	reacción

Material	
genómico

Fragmentación Lectura	en	paralelo

de	millones	de	fragmentos



Plataformas de secuenciación masiva

Métodos de preparación de las muestras:
Clonales à requieren PCR
• emPCR: Roche GS-FLX, Applied Biosystems SOLiD 5500, Lifetech Ion-Torrent

• Amplificación-puente 
en fase sólida: Illumina

Amplificación clonal de miles de copias en microreactores en emulsión

Una molécula de ADN
por cluster, 100-200 
millones de clusters 
moleculares

Metzker, ML (2010) Sequencing technologies-
the next generation. Nature Rev Genetics 11:31-46

Placa picotiter



PCR EN EMULSIÓN

Adaptadores
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Preparación de muestras

Fragmentación  
(si lo requiere)

Preparación de bilbioteca

Romos en 
extremos de 
fragmentos 
Adaptadores 
(ligasa)

Desnaturalización

OH
Monocatenario

Inmovilización

Esferas
Amplificación 
clonal
Emulsifican en 
una suspensión 
agua/aceite

Metzker, ML (2010) Sequencing technologies-
the next generation. Nature Rev Genetics 11:31-46



emPCR - Pirosecuenciación
Plataforma 454 de Roche

Secuenciación por síntesis 

Usa una reacción luminosa para la detección del 
nucleótido incorporado en la síntesis de la cadena 
complementaria.

Tecnología no utilizada
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24Millones de amplificaciones

Se traduce a un programa 

Metzker, ML (2010) Sequencing technologies-
the next generation. Nature Rev Genetics 11:31-46



ION TORRENT (SEMICONDUNCCIÓN)

§ Basado en la detección de 
protones liberados durante el 
proceso de polimerización del 
ADN.

§ No usan nucleótidos modificados 
químicamente y 

§ Detección no se realiza por 
métodos ópticos, sino por 
detección de pH.
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Metzker, ML (2010) Sequencing technologies-
the next generation. Nature Rev Genetics 11:31-46



SECUENCIACIÓN EN FASE SÓLIDA
26



1. Concentración y tamaño del fragmento 
2. Purificación
3. Index PCR
4. Purificación
5. Agrupación
6. Ajuste de concentración de bibliotecas
7. Desnaturalización de bibliotecas.

ILLUMINA
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Se incorporan los 
4 nucleótidos, 
marcados con 

diferentes 
fluorocromos

Lavado de los 
nucleótidos 

no unidos

Toma de 
imagenes Repetición de 

ciclos

Se eliminan los 
fluorocromos 

con TCEP

ILLUMINA

28Mardis. 2008



Se excita con un laser y se captura una imagen.
La imagen capturada en una posición específica corresponde al 
primer nucleótido.

Se agregan los dNTPs, cada uno posee un fluoróforo de color 
particular:

G - Amarillo.
C – Azul
A – Rojo
T - Verde

29Mardis. 2008



30Mardis. 2008



Los ciclos de secuenciación 
se repiten hasta 
determinar la secuencia 
del ADN

31Mardis. 2008



APLICACIONES

32

Metaproteomica

Metatranscriptomica

Metagenómica

¿Quién lo 
hace? 

¿Qué microorganismos conforman 
una muestra ambiental?

¿Qué hacen? 

¿Cómo lo 
hacen? 

Metagenómica
16S



SECUENCIACIÓN SMRT (TERCERA GENERACIÓN)
• Single Molecule Real Time

• Pacific Biosciences (PacBio)

• No requiere de amplificación

• Alto costo

• No hay en México

• Secuencia 1000 a 1200 bases.

• Secuenciación genómica de novo

• Diagnóstico in vitro
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CARACTERÍSTICAS DE LAS
PLATAFORMAS DE SECUENCIACIÓN
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Método Amplificación de las 
muestras

Tecnología de 
secuenciación

Longitud de 
lectura

Rendimiento

Roche GS-FLX Titanium
XL

emPCR Por síntesis 1000 bp 700 Mb/día

Lifetech Ion-Torrent
ION PGM

emPCR Por síntesis 400 bp Hasta 8 Gb/día

Lifetech Ion-Torrent
ION Proton

emPCR Por síntesis 200 bp Hasta 60 Gb/día

Illumina Hiseq 2500 En fase sólida Por síntesis 2 x 50-150 bp > 80 Gb/día
Illumina Miseq En fase sólida Por síntesis 2 x 50-250 bp > 5 Gb/día
Pacific Biosciences Moléculas individuales Por síntesis 1000 bp -
Helicos HeliScope Moléculas individuales Por síntesis 35 bp > 8 Gb/día
Oxford Nanopore Moléculas individuales Por degradación Sin límite 

teórico
107 bp/poro ×
segundo

Segunda 
generación

Tercera  
generación

Mardis. 2008



COMO ANALIZAR LAS SECUENCIAS?
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RDP
MG RAST
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RESUMEN



INTRODUCCIÓN

Microbiota intestinal

Funciones que incluyen en la 
salud del hospedero

Relación Microbiota:Hospedero?

¿Cómo se comporta la 
microbiota a medida que 

el hospedero se 
desarrolla?

Organismos acuáticos de 
importancia 
comercial

Microbiota intestinal

Camarón blanco

Pérdidas económicas por 
enfermedades

Enfermedades asociadas a 
Disbiosis (alteración en la 

microbiota intestinal)

Secuenciación del gel 16S ARNr : Diversidad y funcionalidad



OBJETIVO

Evaluar la diferencias  en  la microbiota intestinal a diferentes estadios de cultivo.

Comparar la composición, diversidad y funciones de la microbiota intestinal en 
camarón blanco en sus diferentes etapas de desarrollo. 



MATERIALES Y MÉTODOS

Colecta de muestra

Análisis de datos

Predicción funcional de la microbiota basado en el gen ARNr 16s



22 MUESTRAS DE INTESTINO DE CAMARÓN DE 5 
TANQUES DESDE JULIO A OCTUBRE DE 2015
- CADA 15 DIAS



TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Esterilización de la superficie
del camarón con etanol 70%

Disección del intestino

ü Perlas de vidrio
esteriles

ü 1.5 mL de buffer 
PBS

Vortex por 3 
minutos

10,000 g x 1 min-80℃



EXTRACCIÓN Y SECUENCIACIÓN DE ADN

PowerFecal DNA Isolation Kit 

Amplificación region 
V4 del gen ARNr 16s

Preparación de librerías de 
secuencias con kit TruSeq DNA 

PCR-Free 

Cuantificación de la libreria
con Qubit 2.0 Fluorometer

Secuenciación en Illumina
HiSeq 2500 Platform



ANÁLISIS DE DATOS

Remover 
secuencias
quimera

Anotación taxonómica Informacion taxonómica

Abundancia de 
OTUs

Indices de 
diversidad

ANOVA de 1 vía ü Procedimiento de 
permutación de 

respuesta múltiple
ü PerMANOVA

Análisis estádistico

Perfil funcional de la 
comunidad



RESULTADOS Y DISCUSIÓN



INFORMACIÓN DE 
SECUENCIACIÓN Y OTU’S. 
RESUMEN DEL ANÁLISIS DE 
LECTURAS DE SECUENCIAS, 
NÚMERO DE OTU’S Y NÚMERO 
DE OTU’S QUE PUEDEN 
CLASIFICARSE EN DIFERENTES 
NIVELES TAXONÓMICOS. A, B, C, 
D Y E  MUESTRA LAS TINAS Y 
LOS NÚMEROS SON EL ESTADIO.



ABUNDANCIA RELATIVA DE LECTURAS DE DIVERSOS 
FILOS DE BACTERIAS DE DISTINTAS COMUNIDADES. 



ANÁLISIS  DE OTU’S COMPARTIDAS DE DIFERENTES 
BIBLIOTECAS. EL DIGRAMA VENN MUESTRA OTU’S
ÚNICAS COMPARTIDAS EN LAS DIFERENTES 
BIBLIOTECAS. 



AGRUPAMIENTO UPGMA DE LAS MUESTRAS.



Número de OTU Índice de Shannon Índice de Simpson Índice de ACE Índice de Chao



ABUNDANCI
A DE LOS 
TOP 10 
FILOS A 
DIFERENTES 
ETAPAS DE 
CULTIVO





PREDICCIÓN 
FUNCIONAL



PCA MUESTRA LA SIMILITUD DE LAS MUESTRAS



CONCLUSIÓN

§ Se aporta gran cantidad de información sobre la microbiota intestinal de camarón 
blanco, sobre su composición, así como los microorganismos que dominaron en todos 
los estadios. De igual forma, aumenta el conocimiento sobre la micobiota estadio 
específica .

§Se requieren más estudios para conocer la relación entre los cambios en la 
microbiota a diferentes estadios de cultivo  y  la salud del camarón. 


