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La primera generacion de técnicas para
efectuar la secuenciacion del ADN
empezo6 en 1975 con la metodologia de
Sanger y Coulson, la “mas y menos” (del
inglés, “plus and minus”), la cual
necesitaba clonar cada lectura inicial
para producir un ADN de cadena simple.
En 1977, Maxam y Gilbert publicaron la
metodologia de secuenciacion de ADN
mediante degradacién quimica. Este
método estaba basado en la
modificacion quimica y posterior rotura
del ADN, y empezé a ser el método de
secuenciacion mas utilizado porque
permitia utilizar un ADN purificado sin
necesidad de clonarlo. EI mismo afio
Sanger publico el método de
secuenciacion de ADN por sintesis
quimica, que estableci6 un nuevo
estandar para los préoximos 30 afios
(Sanger et al, 1977, 1992; Wikipedia,
2008a).

El método de Sanger permitia leer 25
bases (b) y mas tarde, 80 b, utilizando
los terminadores dideoxi. El método fue

optimizado con la utilizacion de
dideoxinucledtidos fluorescentes en vez
de productos toxicos y radiois6topos,
deteccién automatizada, mayor
rendimiento y precision, permitiendo leer
1.000 b, a lo que hemos contribuido
significativamente (Lario et al, 1997).
Estos avances representaron una
revolucién fascinante, porque
permitieron descifrar inicialmente genes
y eventualmente los genomas completos
(Schuster, 2008), aunque con un alto
costo para el segundo caso.

Actualmente el método de Sanger es
todavia utilizado en la mayoria de los
laboratorios del mundo. Sin embargo,
esta tecnologia no es muy adecuada
para las muestras arqueoldgicas, porque
esta obstaculizada por la escasa
cantidad y degradacion del ADN. Esta
es la razén por lo cual la primera
generacion de secuenciacion de ADN no
funciono bien con genomas del ADN
antiguo (ADNa; del inglés, “aDNA”"). Sin
embargo, este escenario ha cambiado
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con el desarrollo de
generacion de
secuenciacion.

la segunda
plataformas de

La segunda generacion de plataformas
de secuenciacion de ADN (también
llamada de siguiente generacion; del
inglés, “next-generation”) fue
desarrollada hace tres afos,
aumentando la efectividad de Ia
secuenciacion del ADN algunos ordenes
de magnitud (Bonetta, 2006). Asi,
permitid generar lecturas de gigabases
en una solo experimento (del inglés,
“run”). Cuatro plataformas de segunda-
generacion han sido comercializadas
por el momento:

1) El instrumento 454 (454 Life
Sciences), esta basado en emulsién,
secuenciacion por sintesis (SBS; del
inglés, “sequencing-by-synthesis”) vy
pirosecuenciacion. Este desarrollo fue
publicado en 2005 (Margulies, 2005),
comprado por Roche Diagnostics en
2007 y vendido como el “Genome
Sequencer 20 System” y el “Genome
Sequencer FLX System” (Roche Applied
Sciences) <https://www.roche-applied-
science.com/sis/sequencing/index.jsp>.
La tecnologia 454 empezo leyendo 100
b, después de 16 meses podia leer 250
b, y ahora mas de 400 b (Schuster,
2008).

2) El protocolo de secuenciacién de
‘polonias’ multiplexadas (del inglés,
“multiplex polony sequencing protocol”)
es parecido al meétodo mencionado
anteriormente, pero es mas barato
porque usa instrumentos y reactivos
estandar. Las bibliotecas gendmicas
obtenidas por la  técnica de
perdigonazos (del inglés, “shotgun
genomic libraries”) son amplificadas en
microesferas mediante PCR  por
emulsion. Después, son utilizadas como
sustratos para hacer la secuenciacion
con las reacciones fluorescentes de
ligacion nonamerica sobre un
portaobjetos de microscopio, generando
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millones de lecturas de 26 pares de
bases (pb) (Porreca et al, 2008), de
modo que cualquier laboratorio pueden
desarrollar este método.

3) ElI “Genome Analyzer System”
(Solexa) combina la quimica SBS con
terminadores y tecnologia de grupos
(del inglés, “cluster”). La compafiia fue

adquirida por lllumina en 2007,
produciendo el “Genome Analyzer
Sequencing System”

<http://www.illumina.com/pages.iimn?ID
=204>. Este tipo de tecnologia genera
diez veces mas lecturas que la 454,
pero con solamente 35 b 0 menos en
longitud.

El “SOLID System” (Applied Biosystems)
usa una quimica basada en ligasa (Chi,
2008) y fue producido en 2007
<http://solid.appliedbiosystems.com>.

La segunda generacion de plataformas
de secuenciacion de ADN difiere de los
métodos tradicionales de secuenciacion
en dos aspectos. Primero, en vez de
hacer una secuenciacion de clones de
ADN de algunos individuos (p. €j., 96
secuenciaciones de sustratos en un
secuenciador capilar Sanger), cientos de
miles (sistema 454) o miles de millones
(Solexa y SOLID) de moléculas de ADN
son secuenciadas en paralelo, usando
volimenes de reaccibn  menores
(Schuster, 2008). Segundo, la
secuencias obtenidas son generalmente
mucho mas cortas (25-50 nucleétidos
para las tecnologias de ‘polonias’,
Solexa y SOLID, aunque pueden
alcanzar 200-400 nucleotidos para el
sistema 454) que las generados por
secuenciacion  tradicional  (Gravely,
2008). No obstante, el costo de los
nuevos  instrumentos es  mayor
(aproximadamente, unos 500.000
dolares) que los que usan el método de
Sanger (de 10.000 a 100.000 délares),
que también pueden realizarse con
instrumentacion manual mas barata
usando radioisotopos o fluoroforos.
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Como ejemplo practico de estos
avances, la primera secuenciacion del
genoma humano (Homo sapiens
sapiens) ha requerido cientos de

maquinas trabajando 24 horas al dia,
durante 13 afios, con un costo de mas
de 300 millones de ddlares. El proyecto
empezd en 1990, generando un
borrador de trabajo del genoma en el
afio 2000, y uno mas completo en 2003,
con mas andlisis que todavia se estan
publicando (HGP, 2008; HUGO, 2008;
Wikipedia, 2008b). Dicho logro ha sido
de hecho comparado en tiempo y costo
al del proyecto Apolo, el cual logro poner
un hombre sobre la luna. Mas tarde, el
genoma diploide de una sola persona (J.
Craig Venter) fue leido mediante
secuenciacion de genomas completos
por perdigonazos (del inglés, “whole-
genome shotgun sequencing”),
necesitando 10 afilos y 70 millones de
dolares, usando la tecnologia
optimizada de Sanger (Levy et al, 2007).
Por su parte, el genoma de Watson fue
secuenciado en s6lo dos meses y un
costo de un millén de dolares, usando la
maquina “454 Life Sciences” (Chi, 2008;
Wheeler et al, 2008). Otro ejemplo es la
secuenciacion del genoma  del
“ornitorrinco” (Ornithorhynchus
anatinus), revelando marcas Unicas de
su evolucion, con genes que aparecen
en reptiles, o aves y otros de mamiferos.
Esta mezcla fascinante de
caracteristicas en el genoma del
“ornitorrinco” proporciona pistas sobre el
rol y la evolucién de los genomas de los
mamiferos (Warren et al, 2008).

Dado que el método de Sanger tiene un
precio prohibitivo para los proyectos de
ADN nuclear (nuDNA), muchos
laboratorios solo utilizan ahora la
segunda generacién de secuenciadores,
combinando los beneficios de las
lecturas relativamente largas del sistema
454 con un bajo costo de operacion del
sistema Solexa o SOLID, o aplicando el
protocolo de ‘polonias’.
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La tercera generacion (también llamada
“next-next-generation”) de la
secuenciacion de ADN ha sido
producida este afio, con quimicas
revolucionarias de una sola molécula:

1) El secuenciador HeliScope de
molécula unica (del inglés, “HeliScope
Single Molecule Sequencer”), de Helicos
BioSciences
<http://www.helicosbio.com>, fue
anunciado este afo. Ofrece lecturas
muy precisas de 25 a 45 bases para
miles de millones (millardos) de cadenas
en un solo experimento (produciendo
mas que 2 Gb de datos de
secuenciacion por dia), y hasta un
millardo de bases por hora en el futuro
<http://www.helicosbio.com/Portals/0/Vid
eos/tSM  S-How It Works.flv> Ello es
debido al wuso de la verdadera
secuenciacion de molécula anica (del
inglés, “true Single Molecule
Sequencing” (tSMS), para leer hebras
individuales de ADN (Blow, 2008; Harris,
2008).

2) “VisiGen Biotechnologies”
<http://visigenbio.com> no ha sido
producido todavia, pero promete

micromatrices masivamente paralelas

(del inglés, “microarrays”) de
nanomaquinas, con una tasa de
secuenciacion de un Mb/s/maquina

(més de 86 Gb de secuencia de datos
por dia)
<http://visigenbio.com/flash/stream/visig
en_movie 6mb.swf>, leyendo también
moléculas simples.

Estos avances permitirAn reducir el
precio de la secuenciacion de uno a dos
ordenes de magnitud, lo cual propiciara
el desarrollo del “la gendmica personal”:
hacer la secuenciacion de todo el
genoma humano de cualquier persona
en menos de un dia, por 1.000 ddlares o
menos (Mardis, 2006; Milos, 2008;
VonBubnoff, 2008; Schuster, 2008). La
reduccion del precio de la secuenciacion
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y la mejora de los microprocesadores de
los ordenadores actuales y las
herramientas bioinformaticas pueden ser
explotados para evitar el posible
embotellamiento analitico que tantos
datos podrian producir (Diaz et al,
2008a,b; Schuster, 2008). De modo que
se espera que, para finales de este afio,
se podra completar la secuenciacion del
genoma de mas de 1.000 bacterias y
arquibacterias, y 100 eucariotas (Liolios
et al, 2008), y para un nimero aun mas
grande de organulos, virus, plasmidos,
viroides y virusoides.

No debe sorprender que todas estas
tecnologias estén teniendo un impacto
importante en la arqueologia y otras
ciencias relacionadas, permitiendo
secuenciar mas de 25.000 pb de ADNnu
de un hueso de oso (Ursus spelaeus) de
una cueva del Pleistoceno de 40.000
aflos de antigiedad (Noonan et al,
2005), y 13 millones de pb (Mpb) de
ADNnu de wun hueso de mamut
(Mammuthus primigenius) con 38.000
aflos de edad (Green et al, 2006;
Noonan et al, 2006). Sin embargo, esto
no se realiza facilmente. Primero, la
cantidad de ADN normalmente obtenida
a partir de muestras antiguas como el
Neandertal es menos de 5%,
comparado con muestras modernas. En
otras palabras, los proyectos de genoma
de ADNa necesitan 20 veces mas de
secuenciacion que un proyecto de ADN
moderno. Segundo, el ADNa esta
normalmente roto y quimicamente
alterado (dafado). Por ultimo, pero no
menos importante, muchas veces, el
ADNa esta contaminado con ADN
moderno, lo cual es particularmente
relevante para el ADN humano. Para
superar los obstaculos de los proyectos
genomicos de ADNa, puede requerir la
secuenciacion multiple de una regién
determinada, re-secuenciacion, asi
como el uso de las nuevas plataformas
de PCR en emulsion (emPCR) (Blow et
al, 2008). La recompensa es
apasionante, porque  permite la
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secuenciacion de genomas, y por tanto
el analisis a nivel molecular de la flora y
fauna de los dultimos 100.000 afos
(Schuster, 2008).

Por otro lado, aparte de los ensamblajes
de genomas de novo, es ahora
econémicamente  factible la re-
secuenciacion de genomas de
diferentes muestras, organismos o0
individuos, utilizando una secuencia de
referencia previa para guiar el nuevo
ensamblaje. Esta estrategia requiere
mucha menos cobertura (de 8 hasta 12
veces), que el ensamblaje de genomas
de novo (de 25 hasta 70 veces) y fue
utilizado para hacer la secuenciacion de
genomas mitocondriales de pelos
humanos antiguos (Gilbert, 2007, 2008),
ofreciendo asi la posibilidad de hacer
estudios de poblaciones (Schuster,
2008). EI ADN mitocondrial (ADNmt)
ofrece ventajas comparado con el
ADNnNu para los estudios del ADNa: hay
miles de genomas mitocondriales por
célula, indica la herencia maternal y
tiene un ritmo de mutacion acelerado.

Por otra parte, la tercera generacion de
métodos de secuenciacion es tan
poderosa que permite hacer estudios no
solamente de gendmica estructural, sino
también de gendomica funcional vy
consenso de secuencias (Wold y Myers,
2008), incluyendo: i) ChIP-Seq, que
esta basado en la inmunoprecipitacion
de cromatina (ChIP), para mapear in
vivo las secuencias del ADN ocupadas
por proteinas de unién al ADN; ii) Sec-
ARNm (del inglés, “mRNA-Seq”), para
estudiar la expresion de genes
(Graveley, 2008); y iii) Sec-Metil (del
inglés, “Methyl-Seq”), para analizar los
patrones de metilacion. Estos
procedimientos se pueden aplicar
también al ADN antiguo, siempre que
ADN, ADN-proteina 0 ARNm pueda ser
aislado de tales muestras.

En resumen, todo esto demuestra que
no estamos en la era post-gendémica
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como algunos habian pensado, sino

empezando la era gendomica. No
solamente por las nuevas vy
revolucionarias tecnologias, sino

también porque sélo un mindsculo
nimero de genomas han sido
secuenciados por el momento, cuando
se compara con la enorme cantidad de
entidades biolégicas que ocupan el
planeta: de los virusoides, viroides y
virus hasta procariotas y eucariotas. De
modo que se deben esperar
sorprendentes noticias en la actual era
gendmica de secuenciacion de acidos
nucleicos, porque la carrera ha
empezado, de nuevo, y ha venido para
quedarse durante mucho, mucho,
tiempo (Dorado, 2008).
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