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1 Resumen de las ideas clave

La aparicidon de las tecnologias de secuenciacion masiva ha hecho posible que los
proyectos de secuenciacion de genomas estén al alcance de todos. Hoy en dia, cualquier
laboratorio con presupuesto ajustado pueden aventurarse a realizar este tipo de proyectos en
sus lineas de investigacion. Las propuestas son normalmente subcontratadas a empresas de
secuenciacién, que realizan el trabajo y parte del analisis bioinformatico, dejando en manos del
investigador la interpretacidn final de los datos.

Para poder seleccionar el tipo de proyecto de secuenciacién mas adecuado a nuestros
objetivos, es esencial conocer la base de estas tecnologias. Solo con este conocimiento
podremos discutir con los responsables de las empresas de secuenciacién el disefio
experimental y la tecnologia mds adecuada para nuestros fines

En este articulo se pretende revisar las caracteristicas basicas de las tecnologias de
secuenciacién masiva de segunda generacion, de manera que el alumno pueda ser consciente
de los diferentes pasos del proceso, para que les sea mas fécil la toma de decisiones cuando
tenga que enfrentarse a proyectos de esta indole.

2 Objetivos

Una vez que el alumno haya leido con detenimiento este documento, sera capaz de:

1. Entender el cambio de paradigma en estas tecnologias que permite la paralelizacién de
secuencias

2. Describir y explicar los pasos a seguir para realizar una secuenciacién masiva con tecnologias
de segunda generacion

3. Entender el concepto de libreria en el contexto de la secuenciacion masiva

4. Entender la necesidad de una amplificacién por PCR para generar miles de moléculas
idénticas, anteriormente a la secuenciacion

5. Entender la quimica de la secuenciacidn masiva basada en nucledtidos terminadores
reversibles.

3 Introduccion

Empecemos entendiendo cdmo las tecnologias de secuenciacién masiva (NGSs) suponen un
cambio radical en el proceso de secuenciacion que utiliza la tecnologia de Sanger.

La secuenciacién del genoma humano de referencia, terminada en el afio 2001, costé 2.7
billones de ddlares y tardo una década en terminarse. La tecnologia utilizada fue la tecnologia
de secuenciacion de Sanger, la Unica estrategia disponible en los Ultimos 30 afios para secuenciar
acidos nucleicos. Un afio después de este esfuerzo, Craig Venter (el director de la iniciativa
privada de esta secuenciacion) ofrecié 500.000 ddlares como estimulo para quien fuera capaz
de ofrecer una tecnologia capaz de secuenciar un genoma humano por menos de 1000 ddlares.
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Diferentes empresas, como Roche o lllumina, se ponen manos a la obra. premio, a través del X
Archon Genomics Price Foundation, asciende pronto de recompensa.

En abril de 2017, Dante Labs ofrece la secuencia de un genoma humano completo por 900
ddlares. También en 2017, Beijing Genomics Institute lo ofrece por 600 délares. In 2018, en
Amazon Prime Day, Dante Labs lo ofrece por 349, y en noviembre, por el Black Friday, por menos
de 200 délares. Veritas Genetics, por el mismo precio, lo proporciona en dos dias. En marzo del
mismo afio, lllumina anuncia que lo ofrece por 100 dédlares.

Esta revolucidén en tan poco tiempo ha sido posible gracias a un cambio de tecnologia: el
nacimiento de las tecnologias de secuenciacién masiva de segunda generacidn, donde la
secuenciaciéon de todos los fragmentos se realiza simultdneamente, mientras que en la
tecnologia anterior de Sanger se realizaba fragmento a fragmento. Esta paralelizacién es uno de
los aspectos clave del éxito de estas tecnologias, el mds importante para la secuenciacién de
grandes proyectos genoma en tiempos cortos.

4 Desarrollo

Para entender el funcionamiento de estas tecnologias, es importante tener en cuenta los
pasos basicos de que consta este proceso de secuenciacion.

Inicialmente, tres empresas desarrollaron tecnologias de secuenciacidon que permitian la
paralelizacion que permitia desbancar a la tecnologia de Sanger para realizar proyectos de
secuenciacién gendmica. Las tres tienen en comun un paso de amplificacion de cada fragmento
inicial mediante PCR. Estas tecnologias se llaman de Segunda Generacion. La tecnologia que
sigue el método de Sanger se denomina en este contexto de Primera Generacién.

Estos sistemas de secuenciacion comparten los mismos pasos en la realizaciéon de todo el
proceso:

1. Generacidon de una coleccidn de fragmentos a secuenciar (Esto es lo que se suele llamar
la generacién de "librerias", aunque esto sea una traduccién desafortunada del término library
en inglés. Como esta mala traduccion esta muy extendida en la comunidad cientifica de habla
espanola, lo utilizaremos en este contenido docente).

2. Amplificacién de los fragmentos mediante PCR y deposicion individualizada en un soporte
solido (Estos dos pasos pueden cambiar de orden dependiendo de cada tecnologia)

3. Reaccidn de secuenciacién masiva mediante ciclos de adicién y retirada de reactivos.

De las tres tecnologias iniciales, la desarrollada por la empresa lllumina es la mas utilizada.
Por tanto, vamos a ilustrar el proceso explicando como funciona este sistema. Esto es
importante porque una muy alta proporcién de los proyectos de secuenciacion masiva actuales
se realizan con esta tecnologia. Sobre la base de lllumina ilustraremos los aspectos mas
relevantes de las tecnologias de secuenciacion masiva de segunda generacion.
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4.1. Generacion de una coleccion de fragmentos a secuenciar

El primer paso, como hemos dicho, es generar una coleccién de fragmentos que quieren ser
secuenciados (la "libreria"). Para ello, lo primero es fragmentar el genoma hasta el tamafio de
fragmento requerido y posteriormente, "reparar" molecularmente los fragmentos: esto es,
hacer que los extremos de cada fragmento queden romos, sin nucleétidos sobresaliendo en uno
u otro extremos (algo normal cuando el método de fragmentacidn es fisico), y afiadir una
Adenina a cada fragmento en una de las cadenas, que facilitard el acoplamiento con
adaptadores en los que sobresalga una Timina. Estos dos pasos se consiguen facilmente
mediante enzimas y reacciones in vitro.

El siguiente paso va a ser afiadir pequefios fragmentos de DNA disefiados por Illumina
(llamados adaptadores) para que se unan a los extremos de cada uno de los fragmentos a
secuenciar. El disefio de los mismos permite que se "acoplen" a cada uno de los extremos de
cada fragmento en una orientacion concreta, de tal modo que, si imaginamos una de las dos
cadenas de un fragmento (los fragmentos resultantes de la fragmentacién de un genoma seran
de doble cadena), a un extremo del mismo quede una zona del adaptador y al otro extremo del
fragmento otra de secuencia distinta. Fijate en los colores verde y naranja de esta figura, y lo
veras facilmente.

\ T I_:‘I DNA Ingert i ( a

Figura 1. Caracteristicas generales de los adaptadores. Se indica la reparacion de los fragmentos de ADN,
dejando el grupo fosfato (P) accesible, la adicion de adeninas (A) en un extremo para facilitar a ligacion
con timinas (T) sobresalientes en el extremo del adaptador. Los diferentes colores del adaptador indican
diferentes zonas para la amplificacion (naranja, verde) y secuenciacion (rojo) del fragmento (gris).

La preparacién de una libreria lleva muchisimos pasos, que puedes consultar en cualquier
manual de Illumina. No vamos a ver en detalle el proceso de generacion de una libreria, ya que
ese no es el objetivo de este articulo docente. Tras todo el proceso, los fragmentos quedan en
cadena simple, algo parecido a lo que vemos en esta imagen. Estas moléculas seran las que
inicien el proceso de amplificacidon por PCR en el soporte sélido.

Figura 2. Esquema caracteristico de un fragmento de ADN con los adaptadores, antes de su anclaje al
soporte solido para su amplificacion por PCR
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4.2. Amplificacion de los fragmentos mediante PCR y deposicion
individualizada en un soporte sélido.

Todos los fragmentos a secuenciar, en simple cadena y con los adaptadores adecuados a
cada extremo, se inyectan en una camara especialmente disefiada por Illumina para que cada
uno de ellos quede "enganchado" al soporte, por medio de oligonucledtidos con secuencia
complementaria a la de uno de los extremos del adaptador. Cada fragmento quedard asi
"enganchado" en una zona diferente del soporte. Millones de fragmentos diferentes pueden
distribuirse por un soporte de lllumina.

El siguiente paso es la amplificacion de cada uno de esos fragmentos. La amplificacion es
necesaria porque la deteccion final se realizara con dispositivos dpticos que requieren un umbral
de sefal que no proporciona un fragmento individual. La amplificacion de cada fragmento, y la
secuenciacién simultanea de todos los clones de un mismo fragmento asegura una seiial
suficiente, tras la reaccion de secuenciacion, para ser detectada por el dispositivo éptico.

El modo de amplificar los fragmentos en el soporte de lllumina es el PCR-puente, que genera
los grupos (clusters) de fragmentos idénticos que seran secuenciados. La explicacion detallada,
y como queda preparado el soporte con los fragmentos a secuenciar la podéis en esta figura.

b A

3

i

Figura 3. Esquema caracteristico del proceso de amplificacion de fragmentos y generacion de clones de
moléculas en el sistema lllumina. 1. DNA proveniente de las librerias anclado al soporte. 2. Puente y
anclaje a oligo complementario. 3 y 4. Adicion de primer para generacion de cadena complementaria. 5.
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Cadenas directa y reversa unidas al soporte. 6. Generacion tras varios ciclos de una poblacion clonal de
moléculas.

4.3. Proceso de secuenciacion masiva.

Una vez preparado el soporte, empieza el proceso de secuenciaciéon. Recuerda que la
preparacion de la muestra y el proceso de amplificacién se ha realizado en una Unica reaccion
para todos los fragmentos a secuenciar. La reaccion de secuenciacién también se va a realizar
de modo simultaneo para todos los fragmentos del soporte.

El proceso consiste en la adicidn ciclica de los reactivos necesarios para iniciar y terminar la
reaccion enzimatica de incorporacién de un Unico nucleétido a cada uno de los fragmentos
(recuerda que de cada fragmento inicial hay millones tras la amplificacién por PCR, pero
nosotros llamaremos "fragmento" a cada cluster, realmente). Esta es la clave del proceso: la
reaccién de secuenciacidn puede iniciarse, pero en cada fragmento se paraliza tras la adicién a
la cadena naciente de un Unico nucleétido. ¢Por qué?

La razdén es que los nucledtidos utilizados no disponen del extremo 3-OH del azucar para
reaccionar con el siguiente nucleétido, de modo que la DNA polimerasa sdlo puede afiadir un
nucledtido a la cadena naciente. El siguiente no puede ya incorporarse, porque el enlace
fosfodiéster no puede realizarse sin el grupo 3-OH.

Realmente esto también ocurria en la tecnologia de Sanger con los dideoxinucleétidos éno
es cierto?. Si, pero en Sanger el nucledtido estaba quimicamente construido sin el -OH. En el
sistema de lllumina, el grupo OH esta bloqueado por un grupo quimico, y tras la adicién de un
reactivo, se produce una reaccidn que lo restaura. Una vez restaurado el grupo -OH, ya podria
incorporarse un segundo nucledtido, si se afiadieran al soporte. De nuevo, si estos nuevos
nucledtidos estan también bloqueados en 3-OH, sélo podra unirse uno por fragmento.

Empezamos a ver el sentido de los "ciclos" en estos sistemas de secuenciacién: Se anaden
los nucledtidos bloqueados al soporte, junto con la DNA polimerasa y el cebador necesario para
iniciar la sintesis de la cadena complementaria a cada fragmento del soporte. Cada fragmento
incorpora un nucleétido, Y SOLO UNO, ya que dichos nucleétidos estan bloqueados en 3-OH. Las
reacciones se paralizan en todos los fragmentos tras la adicién de un nucledtido a cada cadena
naciente secuenciada. Ese sera el primer nucledtido de nuestra secuencia.

Eliminamos los nucledtidos sobrantes del soporte, afiadimos el reactivo que desbloquea os
grupos -OH de los nucledtidos (un nucleétido por fragmento, recuerda) recién afiadidos en cada
fragmento, de tal modo que los fragmentos ya estan preparados para incorporar un segundo
nucledtido. Afadimos, pues, de nuevo, los nucleétidos.

Pero estos nucleétidos estan bloqueados, asi que, de nuevo, sélo se incorporard uno de

ellos a la cadena naciente de cada fragmento. Ese serd el segundo nucleétido secuenciado del
fragmento.
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De nuevo, eliminamos los nucleétidos sobrantes, afiadimos el reactivo que desbloquea, y
volvemos a tener accesible el grupo 3-OH del ultimo nucleétido incorporado en cada fragmento.
Y vuelta a empezar.

Pero...ipor qué queremos que la secuenciacién PARE cada nucleétido incorporado? El
objetivo es poder parar la reaccion de secuenciacion en cada uno de los fragmentos después de
la adicidon de un dnico nucledtido, PARA PODER SABER qué nucledtido (A, T, C o G) se ha
incorporado/secuenciado en cada fragmento.

Esto se consigue porque cada nucledtido lleva quimicamente anclado un fluoréforo
diferente (los veras como rojo, verde, azul y amarillo en el video). De este modo, tras cada ciclo,
y con la reaccion parada, se CAPTURA una imagen digital que muestra un color en cada una de
las posiciones del soporte (en cada fragmento). Esa captura contiene la informacién de
secuencia de la PRIMERA BASE DE CADA FRAGMENTO. La primera base es la que esta mas cerda
del cebador, Tras el segundo ciclo, se realiza una segunda captura de imagen. Esta segunda
captura de imagen contiene la informacion de secuencia de la SEGUNDA BASE incorporado DE
CADA FRAGMENTO.

Pero...si el primer nucleétido incorporado en un determinado fragmento es, digamos A
(azul) y el segundo es, digamos, T (verde), al capturar la imagen del segundo ciclo tendremos
una mezcla de senal azul y verde....! Por eso, tras cada ciclo, y tras la captura de imagen, se
afiade otro reactivo quimico que rompe el enlace que une el fluoréforo del nucledtido sin
perjudicar sus capacidades para formar un nuevo enlace fosfodiéster. Asi, el fluoréforo del
nucledtido incorporado en cada ciclo se elimina tras la captura de imagen, y tras el segundo ciclo
se captura informacién de sefal SOLO del fluoréforo del segundo nucleétido.

El proceso seria el siguiente: afiadimos nucledtidos, se incorpora uno por fragmento, se
eliminan (se lavan) los nucleétidos restantes que queden por el soporte, se captura la seiial
Optica, se desbloquea el grupo 3-OH del nucleétido recién incorporado, se elimina el fluoréforo
del nucledtido recién incorporado, y se inicia el ciclo de nuevo, afiadiendo de nuevo los
nucleétidos.

Si se realizan 50 ciclos, se habrdn incorporado 50 nucleétidos (uno a uno) a cada uno de los
fragmentos del soporte, es decir, habremos secuenciado 50 nucledtidos de dicho fragmento.
Tendremos 50 imdgenes, una por ciclo, con informacién de cada uno de los nucledtidos
incorporado en cada fragmento en cada ciclo. Tras la finalizacién de los ciclos, la informacion se
procesard para dar la secuencia de cada uno de los fragmentos.

Estos nucledtidos especiales que permiten todo este proceso se denominan Nucledtidos
Terminadores Reversibles. Aqui tenéis su estructura quimica, simplemente para que veais los
puntos de bloqueo y adicién del fluoréforo. Las flechas indican los enlaces quimicos de corte de
los grupos de bloqueo del -OH y del fluoréforo.
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Figura 4. Esquema representativo de un nucledtido terminador reversible utilizado en secuenciacion
masiva por la tecnologia lllumina. En rojo se observa el grupo que bloquea el enlace 3-OH necesario para
la adicidn del siguiente nucledtido. En azul, el grupo espaciador que enlaza con el fluordforo.

5 Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje hemos visto las tecnologias de secuenciacién
masiva permiten paralelizar la secuenciacidn de millones de fragmentos, permitiendo asi la
secuenciacién de genomas en poco tiempo.

Utilizando como ejemplo la tecnologia de lllumina hemos visto como el proceso se inicia
con la construccién de una libreria de fragmentos, que son inmovilizados en un soporte
sélido para su amplificacién por PCR, previamente a la secuenciacidn propiamente dicha,
posible gracias al uso de nucleétidos terminadores reversibles afiadidos de manera ciclica.

Para ampliar este conocimiento, investiga el modo de secuenciacion de otra tecnologia
de segunda generacion (lon Torrent), identifica los tres pasos basicos que has aprendido
aqui, sefialando semejanzas y diferencias entre ambas tecnologias.
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