
Introducción a la secuenciación



EL MÉTODO SANGER



El método Sanger “clásico”
En 1977→ F. Sanger desarrolló la metodología
En  1979→ Se logró secuenciar el genoma del 
bacteriófago Phi-X174.

1. El proceso biológico de la replicacióndel 
ADN

2. Empleo de dideoxinucleótidos que carecen 
del grupo –OH del carbono 3´ (ddNTPs)

3. Los ddNTPs marcados radiactivamente 
(baja concentración)

4. Visualización de los fragmentos 
empleando geles de poliacrilamida y  
Rayos X



El método Sanger “Moderno”
A

T G

C 1. El proceso biológico de la replicacióndel 
ADN

2. Empleo de dideoxinucleótidos que carecen 
del grupo –OH del carbono 3´ (ddNTPs)

3. Los ddNTPs marcados con fluorosforos
que permiten su diferenciación

4. Visualización de los fragmentos 
empleando geles de poliacrilamida y  
Rayos X

Cromatograma





Pasos de la 
secuenciación

■ Pasos previos a la secuenciación 
(Preparación del ADN )

1. Obtención del ADN diana

2. Purificación de ácidos 
nucleicos

■ Pasos de la secuenciación 
(Secuenciación de nucleótidos)

1. Amplificación
2. Purificación
3. Electroforesis capilar

https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/sequencing/sanger-sequencing/sanger-sequencing-workflow.html


Principales aplicaciones de la 
secuenciación en patología vegetal

1. Identificación de Patógenos

2. Resistencia Genética de las plantas

3. Detección de Resistencias de patógenos

4. Estudios de diversidad genética

5. Estudio de Interacciones Planta-

Patógeno

6. Control de Enfermedades Emergentes

7. Optimización de Estrategias de Control



Identificación de Patógenos

PM7/129(2) DNA barcoding as an identification tool for a 
number of regulated pests

BacteriasHongos

PM 7/017 (3) Phyllosticta citricarpa



Identificación de Patógenos

PM7/031(2) Citrus tristeza virus



Estudios de diversidad genética

Análisis filogenético de 12 aislados de GPGV
españoles y 8 secuencias de referencia
representativas de los tres clados (A, B y C)
identificados por Saldarelli et al., (2015) y
Bertazzon et al., (2017) basado en 588 nt de la
región MP/CP

La caracterización de los aislados de GPGV ha 
demostrado la presencia de un nuevo polimorfismo, 
con baja prevalencia, en su genoma que implica una 
señal de parada traduccional que acorta la proteína 
de movimiento (MP) en cinco aminoácidos



Estudios de diversidad genética

Agronomy 2021, 11(12), 2464; https://doi.org/10.3390/agronomy11122464

Análisis filogenético de un concatenado de cuatro genes 
de mantenimiento celular (gyrB, gapA, gltA and rpoD) de 
cepas de Pseudomonas syringae aisladas de kiwi

Este trabajo reveló la gran diversidad genética de P. syringae
que afectan a kiwi y apoyó la hipótesis de que Pfm es un 
patógeno de baja virulencia, establecido desde hace mucho 
tiempo en algunas zonas de Europa y con varios linajes 
genéticos

https://doi.org/10.3390/agronomy11122464


Control de enfermedades emergentes



¿¿PREGUNTAS??



Obtención de datos de secuenciación 

Extracción de 
ADN/ARN

RT-PCR
PCR

Electroforesis
Purificación 
de Producto 

de PCR
Secuenciación 

Sanger



Obtención de datos de secuenciación 

Extracción de 
ADN/ARN

• No difiere de protocolos de rutina 
usados en el diagnóstico

• Recomendación de protocolos 
validados

CTAB
Kits comerciales validados

• Consultar siempre PM 7 (EPPO)

Una mala purificación de los ácidos nucleico puede causar una incorrecta amplificación por PCR (falso negativo) 



Obtención de datos de secuenciación 

Extracción de 
ADN/ARN

RT-PCR
PCR

¿Cualquier pareja de cebadores sirve para secuenciar?

• Cebadores que amplifiquen regiones de interés
-Taxonómico
-Resistencias específicas
-Regiones codificantes o no codificantes
-Regiones con alta tasa de repeticiones
-Marcadores moleculares
-Plásmidos

• Los protocolos de PCR empleados para la 
secuenciación deben estar correctamente validados 



Obtención de datos de secuenciación 

Extracción de 
ADN/ARN

RT-PCR
PCR

• Los protocolos de PCR empleados para la 
secuenciación deben estar correctamente validados.

• Consultar los PM 7 de la EPPO.

• La amplificación y secuenciación de una región parcial 
que tenga escasa presencia en las bases de datos 
puede complicar la identificación del patógeno.



Obtención de datos de secuenciación 

Extracción de 
ADN/ARN

RT-PCR
PCR

Electroforesis

Purificación 
de Producto 

de PCR

Esta foto de 
Autor 
desconocido 
está bajo 

Producto diana

https://pngimg.com/download/48576


Obtención de datos de secuenciación 

Extracción de 
ADN/ARN

RT-PCR
PCR

Electroforesis

Purificación 
de Producto 

de PCR

Producto diana
+ otros productos NO diana



Obtención de datos de secuenciación 

Extracción de 
ADN/ARN

RT-PCR
PCR

Electroforesis

Purificación de 
Producto de PCR 
Cortando Banda

Producto diana
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