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Resumen

El modelo de la estructura de ADN propuesto por Watson y Crick en 1953 marcé un
punto de inflexion en el desarrollo de la biologia molecular y las ciencias gendémicas. La
secuenciacion de &cidos nucleicos se consolidé como una herramienta esencial para
explorar la estructura y funcién de los genomas. La publicacion del genoma humano,
basado principalmente en la tecnologia de secuenciacién de Sanger, constituyd un
estimulo para la formacion de consorcios internacionales destinados al desarrollo de

diferentes proyectos gendmicos. Sin embargo, los altos costos, el bajo rendimiento y los
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extensos tiempos necesarios por la tecnologia de Sanger la volvieron ineficiente para
satisfacer dichas demandas. En las ultimas dos décadas, multiples desarrollos
tecnoldgicos permitieron la aparicion de diversas plataformas de secuenciacion de alto
rendimiento, capaces de generar lecturas nucleotidicas de millones de fragmentos de
ADN en forma paralela, con alta precision y menor costo. El andlisis de los datos
generados, gracias al desarrollo conjunto de una amplia variedad de herramientas
bioinforméticas especializadas, ha generado importantes conocimientos gendmicos
aplicables a salud, agricultura, biotecnologia, microbiologia y sustentabilidad ambiental.
En este articulo se presenta una revision general sobre los principios, evolucion y
aplicaciones de estas tecnologias en gendmica estructural y funcional.

Palabras clave: Plataformas de secuenciacion, acidos nucleicos, genomica estructural y

funcional

Abstract

Evolution and applications of different nucleic acid sequencing technologies

The DNA structure model proposed by Watson and Crick in 1953 marked a turning
point in the development of molecular biology and genomic sciences. Nucleic acid
sequencing became established as a key tool for exploring genome structure and
function. The publication of the human genome, primarily based on Sanger sequencing
technology, served as a catalyst for the formation of international consortia aimed at
advancing various genomic projects. However, the high costs, low throughput, and long
processing times associated with Sanger technology rendered it inefficient for meeting
these growing demands. Over the past two decades, numerous technological
advancements have led to the emergence of high-throughput sequencing platforms,
capable of producing nucleotide reads from millions of DNA fragments in parallel, with
high accuracy and reduced cost. The analysis of the resulting data —enabled by the
parallel development of a broad array of specialized bioinformatic tools— has generated
significant genomic insights with applications in health, agriculture, biotechnology,
microbiology, and environmental sustainability. This article presents a general overview

of the principles, evolution, and applications of these technologies in structural and
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INTRODUCCION

Desde mediados del siglo XX, el estudio de los acidos nucleicos —ADN y
ARN— ha transformado profundamente nuestra comprensién de los mecanismos
hereditarios, la evolucion de las especies y los procesos celulares fundamentales. Estos
avances han sido posibles gracias, en gran parte, al desarrollo progresivo de tecnologias
capaces de “leer” la secuencia de nucledtidos que componen estos acidos nucleicos. La
secuenciacion, entendida como la determinacion del orden exacto de las bases
nitrogenadas en una molécula de ADN o ARN, se ha convertido en una herramienta
central en las ciencias biologicas, con aplicaciones que abarcan desde la medicina
personalizada hasta la agricultura, la biotecnologia, la ecologia, y la investigacion
forense.

Los primeros métodos practicos para secuenciar ADN fueron desarrollados en
la década de 1970. En 1977, Maxam y Gilbert propusieron una técnica basada en la
modificacion quimica especifica de las bases nitrogenadas, seguida de la escision
controlada de la molécula (Maxam y Gilbert, 1977). Ese mismo afio, Frederick Sanger
introdujo una alternativa revolucionaria: el método de terminacién de cadena, que
utiliza dideoxinucleétidos (ddNTPs) para interrumpir la sintesis del ADN en puntos
especificos (Sanger et al., 1977). Este enfoque resultd ser mas eficiente y mas facil de
automatizar, lo que le permitié convertirse en la técnica estandar durante mas de tres
décadas. Gracias a esta metodologia, se lograron importantes logros cientificos, como la
secuenciacion del primer genoma completo —el del bacteriofago phiX174, de poco mas
de 5.300 nucledtidos— Yy, décadas mas tarde, la culminacion del Proyecto Genoma
Humano (Waterston et al., 2001; Venter et al., 2001). Sin embargo, las limitaciones
inherentes al método de Sanger —como su baja escalabilidad, la necesidad de clonar
fragmentos y el costo elevado— motivaron el desarrollo de tecnologias mas eficientes.
A partir de la década de 2000, emergieron las denominadas tecnologias de
secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés), entre las que

destacan plataformas como Illumina/Solexa y SOLID. Estas técnicas introdujeron el
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concepto de secuenciacion masiva en paralelo, permitiendo leer millones de fragmentos
de ADN simultdneamente y reduciendo drasticamente tanto los tiempos de
procesamiento como los costos asociados (Mardis, 2008). Como consecuencia, se
aceler6 la expansion de nuevas areas de investigacion como la gendmica estructural,
con aplicaciones tanto en organismos modelo como en organismos no modelo (John et
al., 2021).

En la Gltima década, las llamadas tecnologias de tercera generacion han llevado
la secuenciacion un paso mas alla. Plataformas como PacBio SMRT (Single Molecule
Real Time) y Oxford Nanopore Technologies permiten leer moléculas individuales de
ADN sin necesidad de amplificacién previa, generando lecturas ultra largas y abriendo
nuevas posibilidades en el ensamblado de genomas complejos, la deteccidn de variantes
estructurales, regiones repetitivas complejas, isoformas de ARN y modificaciones
epigenéticas (Rhoads y Au, 2015; Jain et al.,, 2016). Ademas, estas tecnologias han
posibilitado aplicaciones emergentes como la secuenciacién directa de ARN vy el
andlisis portatil en tiempo real, lo cual es especialmente atil en entornos clinicos, en
investigacion de campo o en situaciones de respuesta rapida ante brotes infecciosos
(Hilt y Ferrieri, 2022).

A la par del avance tecnoldgico, se ha producido una acelerada disminucion en
los costos de secuenciacion. Entre 2008 y 2015, el costo de secuenciar un genoma
humano completo descendio de aproximadamente 340.000 a apenas 4.200 dolares, una
caida mucho mas rapida que la prevista por la Ley de Moore, que histéricamente se
usaba como modelo de referencia para la evolucion del poder computacional (Figura 1)
(Muir et al., 2016). Esta tendencia ha democratizado el acceso a los estudios gendmicos,
permitiendo que cada vez mas laboratorios y proyectos puedan incorporar analisis de
secuenciacion a gran escala.

Hoy en dia, las plataformas de secuenciacion disponibles varian
considerablemente en cuanto a sus fundamentos técnicos, mecanismos de lectura,
precision, longitud de lectura, costos, requerimientos instrumentales y campos de
aplicacion (Metzker, 2010; Zhang et al., 2011; Heather y Chain, 2016; Hu et al., 2021).
Comprender estos aspectos resulta esencial para que cualquier investigador, estudiante o

profesional del area pueda seleccionar de manera critica la tecnologia méas adecuada
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seglin sus objetivos. En esta revision se propone un abordaje integrado que recorre la
evolucion de las diferentes tecnologias de secuenciacion —desde los métodos pioneros
hasta las plataformas actualmente utilizadas—, destacando sus fundamentos, ventajas y

limitaciones, asi como sus aplicaciones actuales y perspectivas futuras.
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Figura 1: Patrones historicos en la reduccion de costos por genoma y el aumento del
volumen de datos generados por plataformas de secuenciacion. Los datos que se

muestran en la figura se obtuvieron del Instituto Nacional de Investigacion del Genoma

Humano.

LA SECUENCIACION SANGER: EL PUNTO DE PARTIDA

La técnica de Sanger, también conocida como “método de terminacion por
dideoxinucleo6tidos”, fue desarrollada por Frederick Sanger en 1977, lo que le valié su
segundo Premio Nobel de Quimica en 1980. Este método de secuenciacién se basa en la
incorporacion competitiva de desoxirribonucleétidos (dNTPs) y dideoxinucle6tidos
(ddNTPs) durante la sintesis de una cadena complementaria de ADN catalizada por una
ADN polimerasa. La clave del método reside en que los ddNTPs, al carecer de un grupo
hidroxilo en la posicién 3', impiden la elongacién de la cadena, generando fragmentos
de diferentes longitudes que terminan en un nucledtido especifico. Inicialmente, el
método de Sanger empleaba ddNTPs marcados radiactivamente, y la secuencia se

deducia manualmente interpretando los patrones de fragmentos generados en cuatro
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reacciones separadas y corridas en geles de acrilamida. En la actualidad, la version
automatizada se realiza en un solo tubo con ddNTPs marcados con fluor6foros
diferentes, y posterior electroforesis capilar, permitiendo una lectura mas rapida, precisa
y digitalizada de la secuencia del fragmento de ADN (Zhou et al., 2010). Aunque esta
técnica ofrece alta precision (99.99%) y fue crucial para el desarrollo del Proyecto
Genoma Humano, su escalabilidad es limitada, con una capacidad maxima de ~1 Mb
por corrida y altos costos por base leida (Drmanacet al., 2010; Satam et al., 2023).

LA REVOLUCION DE LA SEGUNDA GENERACION: SECUENCIACION
MASIVA EN PARALELO

Las limitaciones de la secuenciacion Sanger dieron lugar, a partir de mediados
de los afos 2000, a una nueva familia de tecnologias denominadas de “nueva
generacidon” o NGS (“Next-Generation Sequencing”), cuyo rasgo distintivo es la
capacidad de generar millones de lecturas simultaneas en un solo ensayo (Metzker,
2010; McCombie et al., 2019; Satam et al., 2023). Todas ellas se caracterizan por la
ligacion de adaptadores de fragmentos de ADN, una amplificacion clonal de los
fragmentos, y la secuenciacion de los mismos mediante un mecanismo de sintesis
dependiente de una enzima ADN polimerasa. Los adaptadores no solo permiten la union
del ADN a las superficies de secuenciacion, sino que también incluyen secuencias
indices (barcodes), que posibilitan mezclar multiples muestras en una misma corrida y
luego distinguirlas con precision. Esto mejora notablemente el rendimiento y reduce
costos (Gansauge y Meyer, 2013; Hu et al., 2021).

La primera tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (NGS) fue el
sistema 454 GS20, lanzado en 2005 por la empresa 454 Life Sciences, fundada por
Jonathan Rothberg y posteriormente adquirida por Roche en 2007. Esta plataforma se
basa en la técnica de pirosecuenciacién acoplada a PCR en emulsion, lo que hace
posible detectar en tiempo real la incorporacion de nucleétidos mediante la liberacién de
pirofosfato. Este subproducto genera una sefial luminica cuya intensidad es proporcional
al nimero de bases incorporadas, posibilitando la inferencia directa de la secuencia. El
ADN fragmentado se fija a microperlas funcionalizadas con cebadores especificos y es

amplificado dentro de microgotas de emulsion mediante PCR. Cada microesfera, que
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contiene multiples copias idénticas del fragmento original, se deposita en un pocillo
individual de una placa PicoTiter. Esta matriz facilita la deteccion paralela de las
sefiales luminicas emitidas durante la sintesis del ADN. EI sistema 454 representé un
hito frente al método de Sanger, ya que permitio reducir los costos y acortar los tiempos
de secuenciacidén necesarios para alcanzar una cobertura gendmica adecuada (Zhao &
Grant, 2011). En 2008, se lanza una version mejorada, el GS FLX Titanium, que ofrecia
ahora una longitud de lectura de 700 pb frente a los 150 pb del sistema original 454.
Finalmente, en 2010, Rothberg lanz6 lon Torrent, que reemplazo la deteccion dptica por
un chip que media cambios de pH durante la sintesis de ADN. Este sistema elimin6 la
necesidad de camaras y laseres, utilizando semiconductores que detectan variaciones de
pH como consecuencia de la incorporacion de nucleétidos. Aunque mas compacto y
economico, mantenia limitaciones similares de precision, particularmente en regiones
homopoliméricas (Satam et al., 2023).

En 2006, la empresa Illumina adquirié la empresa britanica Solexa, que habia
desarrollado una innovadora tecnologia de secuenciacion por sintesis (SBS). Esta
tecnologia se basa en la amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR en puente
(bridge amplification) sobre una celda de flujo, donde se lleva a cabo la secuenciacion
mediante la incorporacién de nucleotidos marcados con fluoroforos. Cada incorporacion
genera una sefial fluorescente especifica que es capturada Opticamente mediante
escaneres de alta resolucién, permitiendo la identificacion base por base a lo largo de
millones de clusteres en paralelo (Metzker, 2010; Loman et al., 2012; Hu et al., 2021).
Los primeros equipos de secuenciacion de Illumina, como Genome Analyzer (GA),
producian lecturas muy cortas (~35 pb), aunque tenian la ventaja de permitir la
secuenciacion de ambos extremos de los fragmentos de ADN (paired-end), lo que
mejoro significativamente el ensamblado y la deteccion de variantes. Actualmente, las
plataformas mas modernas como NovaSeq o0 NextSeq pueden generar mas de 600 Gb
por corrida, con lecturas entre 75 y 300 pb, dependiendo del equipo y el kit utilizado.
Illumina comercializa maltiples plataformas adaptadas a distintos volumenes y

propdsitos, como MiniSeq, MiSeq, NextSeq, e iSeq para laboratorios de menor escala y
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NovaSeq para proyectos masivos®. Gracias a su alta precision (<1% de error),
versatilidad y bajo costo por base (~0,07 USD por millon), la tecnologia de Illumina se
ha convertido en el estdndar dominante en secuenciacion masiva (Kulski, 2016).

Applied Biosystems en 2007, comercializé la tecnologia SOLID, una estrategia
basada en la ligacion de oligonucleétidos y deteccion mediante terminadores
reversibles. En este sistema, el ADN se fragmenta, se ligan los adaptadores especificos
y se une a microesferas, donde se amplifica por PCR en emulsién. Las perlas se
disponen sobre una lamina de vidrio, para permitir la secuenciacion por ligacion con
sondas marcadas con fluor6foros. Cada ciclo de ligacion es seguido de un reseteo del
molde, permitiendo que cada posicidn sea leida desde distintos puntos de partida, lo
cual genera redundancia y mejora la precision del llamado de bases. Esta tecnologia fue
pionera en ofrecer lecturas cortas con alta precision. Las primeras versiones producian
35 pb y 3 Gb por ensayo (Moti et al., 2022). Su mayor fortaleza radica en la elevada
precision lograda gracias a la doble lectura de cada base, aunque presenta desventajas
como la limitacién en la longitud de lectura y los extensos tiempos de corrida. Aungue
superada por Illumina en rendimiento y longitud de lectura, SOLID mantenia costos
competitivos y era Util para ciertos tipos de analisis donde la precision era prioritaria
(Heather & Chain, 2016; Satam et al., 2023).

Otra tecnologia destacada basada en la ligacion fue la de Complete Genomics,
conocida como nanoesferas de ADN. En este enfoque, la amplificacion clonal del ADN
no se realiza mediante PCR convencional. En cambio, se utiliza amplificacion por
circulo rodante (RCA), generando largas moléculas de ADN con multiples repeticiones
de la secuencia molde. Estas cadenas se pliegan en estructuras compactas conocidas
como nanoesferas, que se fijan a una superficie solida para su secuenciacién. La
secuenciacion se llevaba a cabo mediante la técnica cPAL (combinatorial Probe-Anchor
Ligation), que utiliza sondas fluorescentes de 10 nucledtidos, con una base especifica en
una posicion determinada, que se hibridaban y ligaban a oligonucleo6tidos
complementarios a los adaptadores. La sefial fluorescente registrada indicaba la base
correspondiente, y tras cada lectura se iniciaba una nueva ronda en otra posicion. En

2015, la empresa fue adquirida por BGI (Beijing Genomics Institute) quien integré esta

! https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms.html
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tecnologia en su sistema Revolocity, disefiado para la secuenciacion de genomas y
exomas con alta cobertura (~50x). Mas recientemente, se han desarrollado plataformas
derivadas como DNBSEQ y CoolMPS, que compiten con Illumina en términos de
rendimiento y costos por base (Zhao & Grant, 2011; Heather & Chain, 2016; Kulski,
2016).

A pesar de sus ventajas en rendimiento y costo por base, las tecnologias de
segunda generacion presentan limitaciones importantes: las lecturas cortas dificultan la
reconstruccién de genomas altamente repetitivos o fragmentados, y la necesidad de PCR
puede introducir sesgos, especialmente en regiones ricas en AT o GC (Goodwin et al.,
2016). Estas limitaciones abrieron el camino hacia la aparicidn de tecnologias de tercera
generacion, enfocadas en la lectura directa de moléculas individuales de ADN.

SECUENCIACION DE TERCERA GENERACION: TECNOLOGIAS DE
LECTURA LARGA EN TIEMPO REAL

La necesidad de obtener genomas cada vez mas completos o de alta resolucion,
asi como de resolver variantes estructurales complejas, condujo con el tiempo al
desarrollo de métodos de secuenciacion cada vez méas sofisticados. Esto marco un
nuevo hito en la evolucion de las tecnologias genomicas, con la aparicion de métodos
que permiten lecturas largas, secuenciacion directa y mayor resolucion estructural.
Estas nuevas tecnologias superan limitaciones de la segunda generacion, como la baja
longitud de lectura, los errores en regiones repetitivas y la dependencia de amplificacion
previa. Estas plataformas constituyen lo que hoy se conoce como tecnologias de
“tercera generacion” o “long-read sequencing” (Hu et al, 2021). Las dos mas
relevantes, tanto por su impacto académico como por su crecimiento comercial, son
Pacific Biosciences (PacBio) y Oxford Nanopore Technologies (ONT).

La primera tecnologia en consolidarse fue desarrollada por PacBio en 2010 con
Single Molecule Real-Time sequencing (SMRT). Esta tecnologia permite observar en
tiempo real la incorporacién de nucleétidos en una unica molécula de ADN durante la
sintesis, sin amplificacidn. Esto es posible gracias al uso de un chip denominado SMRT
Cell. Estas estructuras contienen miles de nanocavidades denominadas zero-mode

waveguides (ZMWs), las cuales permiten focalizar la sefial fluorescente de la actividad
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de la ADN polimerasa en un volumen extremadamente reducido, permitiendo detectar
eventos individuales de incorporacion de nucle6tidos con gran sensibilidad y resolucion
temporal (Eid et al., 2009; Metzker, 2010). EI ADN molde se circulariza mediante
adaptadores SMRTbell, lo que da lugar a la polimerasa recorrer repetidamente la misma
secuencia y generar maltiples lecturas (subreads), que se combinan luego en una lectura
de alta fidelidad o HiFi. Este enfoque permite corregir errores aleatorios asociados a
lecturas individuales largas, mejorando significativamente la precision. Las lecturas
HiFi alcanzan longitudes de 10 a 25 kb con una precision de ~99.8% comparable o
superior a la de Illlumina (Wenger et al., 2019; Hu et al., 2021). Gracias a esta
combinacion unica de precision y cobertura, las lecturas HiFi se han convertido en una
herramienta clave para ensamblados de novo, analisis estructurales complejos y estudios
en regiones genomicas altamente repetitivas o dificiles de mapear.

En 2015, Oxford Nanopore Technologies (ONT) propuso un cambio radical en
las técnicas de secuenciacion de ADN al reemplazar la deteccion por fluorescencia con
la medicion de variaciones en una corriente ionica. Su principio se basa en hacer pasar
una molécula de ADN o ARN a traveés de un nanoporo proteico, insertado en una
membrana artificial, mientras se mide la corriente ionica. Cada nucleétido que atraviesa
el poro altera la sefial eléctrica de manera caracteristica, y estas perturbaciones son
interpretadas por algoritmos de basecalling para inferir la secuencia (Kasianowicz et al.,
1996; Huang et al. 2015). Entre las plataformas brindadas por ONT, se encuentra el
MinlON, un dispositivo portéatil de 90 g (Figura 2). Su componente clave es una celda
que contiene 2048 nanoporos direccionables de forma individual, ofreciendo la
posibilidad de paralelizar la secuenciacion de multiples moléculas. Previo a la
secuenciacion, se ligan adaptadores al ADN para facilitar su reconocimiento por enzima
helicasa que controla el avance del ADN a través del poro. Un adaptador tipo horquilla
une ambas hebras de la molécula, permitiendo una secuenciacion continua de la hebra
sentido y antisentido. Durante el paso del ADN, los cambios en la corriente i6nica
generados por cada combinacion de base se segmentan en eventos eléctricos discretos
que son interpretados por algoritmos de basecalling. Su portabilidad ha permitido su
uso en terreno, incluso en condiciones extremas, como estaciones polares o zonas de

brotes epidémicos (Jain et al., 2016; Quick et al., 2016). También se encuentran
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disponibles plataformas no portables (GridION y PromethlON) que superan a MinlON
en capacidad y escalabilidad. Mientras que MinlON permite correr una sola flow cell y
depende de una computadora externa, GridlON puede ejecutar hasta 5 flow cells en
paralelo con basecalling incluido, y PromethlON escala ain maés, permitiendo
secuenciar hasta 48 flow cells simultaneamente, ideal para estudios a gran escala como
gendmica o transcriptomica masiva (Kumar et al, 2019; Oxford Nanopore
Technologies, 2018).

O

Figura 2: Vista comparativa del secuenciador MinlON version Mk1C (Oxford

Nanopore Technologies) junto a un marcador indeleble que destaca la portabilidad de

este dispositivo.

Las plataformas de secuenciacion de ONT se destacan por generar lecturas
ultra largas, de hasta 2 Mb, lo que las convierte en herramientas valiosas para
ensamblados de novo, resolucién de regiones repetitivas y deteccion de variantes
estructurales complejas (Jain et al., 2016). Otra ventaja significativa es la posibilidad de
secuenciar ARN directamente, sin necesidad de retrotranscripcion a ADNCc, lo que
permite detectar modificaciones post-transcripcionales en tiempo real (Garalde et al.,
2018). Ademas, Schreiber et al. (2013) demostraron que los sistemas de nanoporos
pueden detectar variaciones covalentes en citocinas, lo que posiciona a esta tecnologia
como una herramienta eficaz para el analisis epigenético directo. Aunque las lecturas
individuales presentan una menor precision (90-98%), especialmente en regiones
homopoliméricas, los avances en algoritmos de basecalling y en las quimiotecas han

mejorado notablemente esta limitacion (Bayega et al., 2021), y el uso de identificadores
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moleculares Unicos (UMIs) ha permitido aumentar ain mas la precision del anélisis
final (Karst et al., 2021).

APLICACIONES DE NGS

El desarrollo de plataformas de secuenciacion de nueva generacién (NGS),
junto con métodos innovadores para la preparacion de bibliotecas de distintas fracciones
de &cidos nucleicos, han producido un gran cambio en el campo de las ciencias
gendmicas. La generacion masiva y a costos relativamente bajos de datos gendmicos,
han impulsado el disefio de herramientas bioinformaticas cada vez mas sofisticadas para
su analisis. Como resultado, ha sido posible consolidar las bases de la gendmica
estructural y funcional, ampliando nuestro conocimiento sobre la organizacion,
expresion y regulacion de los genomas en una gran diversidad de areas como la
medicina, la agricultura y la ecologia. Entre las aplicaciones gendmicas mas relevantes
se destacan la secuenciacion de genomas completos, exomas y transcriptomas (RNA-
seq), el andlisis de interaccion proteina-ADN mediante ChIP-seq, la caracterizacion de
patrones epigenéticos como la metilacion del ADN, estudios metagendmicos y

metatranscriptomicos, y el mapeo de la accesibilidad de la cromatina.

Secuenciacion del genoma completo

La secuenciacion del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) es una
herramienta fundamental para analizar el ADN de un organismo en su totalidad,
incluyendo tanto regiones codificantes como no codificantes (Ng y Kirkness, 2010). El
establecimiento de genomas de referencia, iniciado con el Proyecto Genoma Humano
(1990- 2003), fue clave para impulsar esta metodologia (Chial, 2008). Desde entonces,
los avances en tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento han ido mejorando
significativamente la calidad del ensamble, obteniéndose las versiones mas completas y
recientes del genoma humano, las versiones GRCh38 y T2T-CHM13 (Aganezov et al.,
2022). El establecimiento del genoma humano como referencia marcé un hito que ha
servido de punto de partida para el desarrollo de maltiples iniciativas gendmicas a nivel
global. Proyectos como el International Wheat Genome Sequencing Consortium, el Rice
Genome Project y el Peanut Genome Initiative han centrado sus esfuerzos en la

obtencién de genomas completos de especies de interés agrondmico, impulsando asi el
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avance en la mejora genética y la agricultura de precision. Asimismo, la secuenciacion
genodmica de individuos y la comparacion contra un genoma de referencia previamente
conocido es ampliamente utilizada para identificar variaciones genéticas en numerosos

campos como la medicina y la agrobiotecnologia.

Secuenciacion de exomas

La secuenciacion del exoma completo es una técnica que permite analizar
especificamente las regiones codificantes del genoma, conocidas como exones,
mediante su captura con sondas especificas. Al representar menos del 2% del genoma
eucariota, la secuenciacion del exoma resulta una alternativa mas econémica y
focalizada que el WGS. Su aplicacion ha sido fundamental para identificar mutaciones
codificantes asociadas a enfermedades humanas (Bamshad et al., 2011). Sin embargo,
también ha sido ampliamente utilizada en otras especies. Por ejemplo, en maiz (Zea
mays), se ha estimado que los polimorfismos en regiones génicas explican gran parte de
la variacion natural en caracteres cuantitativos (Li et al., 2012). En trigo, experimentos
de secuenciacion de exones fueron realizados con el fin generar una base de datos de
mutantes de trigo, que contiene mutaciones inducidas por diferentes agentes
mutagénicos, con el proposito de proveer una mejor comprension de la biologia y
fomentar el mejoramiento agrondémico de este cultivo (Xiong et al., 2023). En el mani
cultivado (Arachis hypogaea), la secuenciacion de los exomas de mas de 50 accesiones
de la especie diploide silvestre Arachis duranensis ha sido utilizada en analisis
gendmicos comparativos para identificar la poblacidbn de esta especie que mas
probablemente habria participado como parental materno en el proceso de

alopoliploidizacién que di6 origen al mani (Bertioli et al., 2019).

Secuenciacion de ARN

El transcriptoma comprende el conjunto completo de transcritos presentes en
un tipo celular o tejido determinado, en una etapa especifica del desarrollo o bajo una
condicién fisioldgica o ambiental particular. El analisis transcriptdmico ofrece una
vision integral de los mecanismos moleculares involucrados en diversos procesos,
revelando informacidn clave sobre la estructura, funcién y regulacion de los genes (Wei

et al., 2011). Actualmente, la caracterizacion del transcriptoma se realiza mediante
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plataformas de secuenciacion de alto rendimiento originalmente disefiadas para ADN.
Por ello, es necesario convertir enzimaticamente el ARN en ADN complementario
(ADNCc) antes del proceso de secuenciacion. Esta estrategia ha sido ampliamente
utilizada para el ensamblaje y anotacion de transcriptomas, la identificacién de genes
diferencialmente expresados, el estudio de variantes de splicing alternativo y el analisis
de ARN no codificantes. La combinacion de analisis de datos transcriptémicos y datos
de secuenciacién genémica han sido ampliamente utilizados para conocer las bases
moleculares responsables de la aparicion de ciertos rasgos fenotipicos en diferentes
organismos. En este sentido, en el sector agropecuario, el analisis conjunto de datos
gendmicos y transcriptomicos ha permitido identificar genes asociados a la tolerancia al
estrés, lo que ha facilitado el desarrollo de cultivos méas resilientes frente al cambio
climatico (Roy et al., 2024), y ha profundizado nuestra comprension de los mecanismos
moleculares en plantas (Purugganan y Jackson, 2021) y al diagndstico eficiente de
enfermedades vegetales (Saeed et al., 2023). En medicina, han impulsado el desarrollo
de la gendmica personalizada, permitiendo diagndsticos mas precisos de enfermedades
raras y comunes, el disefio de inmunoterapias, y la implementacion de tratamientos
guiados por el perfil gendmico de los pacientes (Popova y Carabetta, 2024). Por
ejemplo, estudios combinados de genomas y transcriptomas hacen posible la
identificacion de mecanismos de resistencia o sensibilidad a los distintos farmacos,
como el caso de mutaciones o sobreexpresion de genes como P53, HER2, BRCAL,
BARD1 o genes relacionados con proteinas de shock térmico (Hsp70), que estan
asociadas a resistencia a ciertos farmacos en canceres como el de ovario 0 mama
(Khodadadian et al., 2020).

Inmunoprecipitacién de la cromatina y secuenciacién

Las modificaciones de histonas, como la acetilacion, metilacion, fosforilacion,
entre otras, son marcas epigenéticas criticas que regulan la estructura de la cromatina vy,
en consecuencia, la expresion génica. Para identificar regiones del ADN asociadas a
estas modificaciones, se emplea la técnica de Chip-Seq, que combina
inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos y secuenciacion de los fragmentos
recuperados mediante NGS (Park, 2009; Furey, 2012). Por ejemplo, la secuenciacion de

fragmentos de ADN capturados mediante la utilizacion de anticuerpos especificos de la
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trimetilacién y de la acetilacion de lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3) permiten
detectar regiones asociada con la heterocromatina y con potenciadores y promotores
activos, respectivamente (Nakato y Sakata, 2021). Cabe destacar que el uso de Chip-seq
ha sido fundamental para la anotacion de los estados de la cromatina en una amplia
variedad de lineas celulares y tejidos, gracias al trabajo de grandes consorcios como
ENCODE, el Roadmap Epigenomics Consortium y el International Human Epigenome
Consortium (Nakato y Sakata, 2021).

Analisis de metilacion del ADN

La metilacion del ADN es una de las modificaciones epigenéticas mas
estudiadas y se refiere a la adicion de un grupo metilo en el carbono 5 de la base
citosina (5-metilcitosina, 5mC), especialmente en dinucledtidos CpG. Las tecnologias
de NGS han permitido analizar los patrones de metilacion con resolucion de nucleétido
individual. Entre los métodos mas utilizados para el analisis de metilacion mediante
NGS se destacan la secuenciacion del genoma completo con bisulfito, que permite una
cobertura global de los sitios CpG, y la secuenciacion con bisulfito de representacion
reducida (RRBS), que utiliza enzimas de restriccion para enriquecer regiones ricas en
CpG vy reducir costos de secuenciacion (Satam et al., 2023). Mas recientemente, la
secuenciacion de ONT se ha presentado como una alternativa innovadora. Esta
tecnologia detecta directamente modificaciones epigenéticas sin necesidad de
tratamientos quimicos, mediante el analisis de los cambios en la sefial eléctrica que se
producen cuando las bases modificadas, como la 5mC, atraviesan un nanoporo. Estos
enfoques han revolucionado el estudio epigenético del ADN, proporcionando
herramientas fundamentales para comprender cdmo la metilacién actia como un
regulador clave de procesos celulares y del desarrollo en eucariotas superiores
(Schreiber et al., 2022).

Metagendmica y metatranscriptomica

La metagendmica se refiere al analisis de comunidades microbianas presentes
en muestras ambientales mediante la caracterizacién cualitativa y cuantitativa de
secuencias de ADN (Hugenholtz & Tyson, 2008). Este enfoque evita la necesidad de

aislar y cultivar los microorganismos en laboratorio, permitiendo estudiar directamente
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comunidades complejas presentes en agua, sedimentos, plantas, contenidos intestinales,
muestras bentonicas y heces, provenientes de ambientes acuaticos y terrestres. El
desarrollo de tecnologias de NGS ha sido clave para obtener directamente datos
gendmicos a partir de estas muestras (Sogin et al., 2006). Actualmente, se emplean dos
estrategias principales en los analisis metagendmicos: la secuenciacion dirigida
(targeted sequencing), basada en la amplificacion de genes marcadores como el 16S
rRNA (bacterias y arqueas), el 18S rRNA (eucariotas) o el ITS (hongos); y la
metagendmica de secuenciacidn masiva (shotgun metagenomics), que implica la
secuenciacion directa de todo el ADN presente en la muestra, sin amplificacion previa.
En paralelo, la metatranscriptémica ha emergido como una herramienta complementaria
que permite explorar la expresion génica dentro de comunidades microbianas en
contextos ambientales (Aplakidou et al., 2024).

Tanto la metagendmica como la metatranscriptomica tienen aplicaciones claves
en multiples disciplinas. La secuenciacion masiva de ADN ha permitido monitorear
biodiversidad marina y terrestre (Othman et al. 2021), evaluar la calidad ambiental
(Cameron et al. 2021) y para la identificacion de especimenes biologicos in situ
(Pomerantz et al., 2022) abriendo nuevas perspectivas para analisis ecoldgicos y
evolutivos. En salud humana, la metagendmica ha permitido caracterizar el microbioma
intestinal y su vinculo con enfermedades como la obesidad o la enfermedad inflamatoria
intestinal (Turnbaugh et al., 2006; Qin et al., 2010), mientras que la metatranscriptomica
ha revelado patrones de expresion génica microbiana durante infecciones o tratamientos
antimicrobianos (Franzosa et al., 2014). En el ambito de la salud publica, fueron
esenciales para la deteccion temprana y el monitoreo de variantes del SARS-CoV-2
(John et al., 2021), la vigilancia de la resistencia antimicrobiana (Struelens & Palm,
2024). En agricultura, se han empleado para identificar microorganismos promotores
del crecimiento vegetal y estudiar su expresion bajo condiciones de estrés abiotico
(Sessitsch et al., 2012; Naylor et al., 2017). En biotecnologia industrial, han facilitado el
descubrimiento de enzimas novedosas con aplicaciones en biodegradacion de plasticos
y produccién de biocombustibles (Takasuka et al., 2014; Berlemont y Martiny, 2015).
Ademas, en seguridad alimentaria, estas herramientas se emplean para la trazabilidad de

productos, la deteccion de patdgenos y la vigilancia de brotes (Masenya et al., 2024).
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Mapeo de accesibilidad de la cromatina

La caracterizacion de los elementos reguladores en “cis”, como promotores y
potenciadores, resultan fundamentales para comprender los mecanismos que regulan la
transcripcion génica. Uno de los métodos utilizados para localizacion de estas regiones
en el genoma es la técnica DNase-seq, que combina la digestion del ADN genémico con
nucleasa ADNasa | seguida de secuenciacion NGS. Esta técnica fue una de las primeras
herramientas gendmicas desarrolladas para identificar estas regiones, y se aplicd
ampliamente en proyectos colaborativos como ENCODE y Roadmap Epigenomics
(Karabacak Calviello et al., 2019). Por otra parte, Buenrostro y colaboradores (2013)
desarrollaron un método que utiliza la enzima transposasa Tn5 modificada para
fragmentar y etiquetar regiones accesibles de la cromatina, las cuales son
posteriormente secuenciadas mediante NGS. Entre multiples aplicaciones de esta
técnica, en Tritipyrum, por ejemplo, ATAC-seq permitio mapear regiones accesibles del
genoma en en respuesta a estrés salino, particularmente motivos de union a factores de
transcripcion de las familias MYB, AP2/EREBP, bZIP, bHLH y WRKY (Tian et al.,
2024).

PERSPECTIVAS FUTURAS

Las perspectivas futuras en el campo de la secuenciacién apuntan a una
integracion aun mas profunda entre tecnologias gendémicas y aplicaciones clinicas,
agricolas y ecologicas. Se prevé que el desarrollo de métodos mas rapidos, econémicos
y precisos —incluyendo plataformas hibridas y enfoques de lectura ultra-larga—
permitira una secuenciacion verdaderamente ubicua y democratizada. En particular,
aplicaciones emergentes como la secuenciacion a nivel de célula Unica y la epigenémica
de alta resolucién abrirdn nuevas posibilidades para caracterizar la heterogeneidad
celular, los mecanismos regulatorios y la adaptacion a diferentes entornos biologicos.
Estas tendencias, junto con la consolidacién de datos multi-6micos, marcaran los

proximos avances en la genémica de precision

CONCLUSIONES
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La evolucion de las tecnologias de secuenciacién ha transformado
profundamente las ciencias gendmicas. Desde la precision y simplicidad del método de
Sanger, pasando por la masividad y reduccion de costos de la nueva generacion, hasta la
resolucion estructural y versatilidad de las tecnologias de tercera generacion. Estas
plataformas han permitido consolidar la gendmica estructural y funcional, generar
genomas de referencia de alta calidad, impulsar la medicina personalizada, y abrir
nuevas oportunidades en agricultura, biotecnologia, microbiologia y ciencias
ambientales. Si bien el futuro sefiala la expansion hacia la secuenciacion de célula
Unica, la epigendémica y la integracion multi-dmica, los avances actuales ya constituyen

un cambio de paradigma en la forma de explorar y comprender la informacién genética.
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