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Es innegable la importancia que tiene la generacion de conocimiento alrededor de una molécula como el
DNA en proyectos de investigacion, desarrollo e innovacion en areas tan relevantes como la agricultura, la
salud o el medio ambiente. Pero este gran avance cientifico ha sido el resultado de la conjuncion de una serie
de trabajos, que se inician con la identificacion del ADN como una molécula importante, en la que se centra
la transmisién de los determinantes genéticos de la herencia.

En el jardin de un monasterio, Gregor Mendel realiz6 sus experimentos de hibridacion con plantas de arvejas
(Pisum sativum), encontrando que las nuevas caracteristicas que presentaban las plantas, eran el resultado de
la mezcla de los caracteres iniciales que poseian las plantas. Hace 149 afos Mendel dict6 una conferencia
acerca de la importancia de un “factor” de la herencia y ello podria considerarse como el punto de partida
para lograr la identificacion, aislamiento y caracterizacion de estos atributos y la forma como podrian ser fija-
dos en una especie. Se le reconoce a Mendel ser el iniciador de las leyes fundamentales de la herencia, que
impulsaron el desarrollo de la biologia moderna.

Por primera vez, en 1871, Johann Meisher hace una descripcion del dcido desoxirribonucleico (ADN) en el
esperma de la trucha, y en 1944 tres investigadores: Oswald Avery, Colin McLeod y Maclyn McCarty, de-

muestran que el ADN es la molécula en donde se encuentra la informacion genética.

En la década de 1940, Frederick Sanger, investigador del Departamento de Bioquimica de la Universidad de
Cambridge, estaba interesado en el metabolismo de los aminodacidos y en la secuenciacion de estos en una
proteina de gran interés biol6gico: la insulina. En esa época no se conocia la estructura del ADN, por lo que
su investigacion se enfocaba en la elucidacion estructural de las proteinas, compuestos que se creia confor-
maban el material genético.

La determinacién de que las cantidades de adenina y timina y las de citosina y guanina son las mismas, es un
gran aporte que hace Erwin Chargaff en 1950 y que, posteriormente, se constituy6 en la “Regla de Chargaff”.
Para complementar los aportes a la estructura del ADN, en 1952 Rosalind Franklin y Maurice Wilkins realiza-
ron estudios de cristalografia de rayos X de esta molécula.

Como se ha mencionado, durante algtin tiempo se consideré que el “factor” de la herencia de Mendel eran
las proteinas. El 25 de abril de 1953, es un dia importante para el conocimiento de la molécula que contiene
la informacion genética que todo organismo. Este dia se publica un articulo de tan solo dos pdaginas (737-738)
en la revista Nature con el titulo de “Molecular Structure of Nucleic Acids: A Structure for Deoxyribose Nu-
cleic Acid” cuyos autores eran J.D. Watson y F.H.C. Crick. Fundamentalmente, Watson y Crick proponen la
estructura de doble hélice del ADN, sustentada en el apareamiento especifico que presentan las cuatro bases
que la conforman: A-Ty C-G. Esta publicacion se convertiria en la piedra angular de la investigacién genémica
y con ello abren una senda, por la que la investigacion y el desarrollo tecnolégico han transitado en los dltimos
sesenta anos.

En 1958 le fue otorgado a Frederick Sanger su primer Premio Nobel de Quimica “por su trabajo en la es-
tructura de proteinas, particularmente de la insulina”, pues su trabajo de investigacion llegé a la conclusion
principal de que las dos cadenas polipeptidicas de la insulina tenia secuencias de aminodacidos precisos y, por
extension, que cada proteina tenia una secuencia tnica. Con este reconocimiento se pone de manifiesto la
importancia de la secuenciaciéon en el estudio de la relacién entre la estructura y la funcion de las moléculas
bioldgicas.

Otro hito relevante para el futuro de la investigaciéon genémica es el que realizaron, entre 1957 y 1958,

Matthew Meselson y Franklin Stahl al demostrar que el ADN se replica a través de un proceso semi-conser-
vativo.

* Instituto de Biotecnologia. Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogota. mtregueror@unal.edu.co

cditonial

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVI No. 1 Julio 2014 5-8



A principios de la década de 1970 Allan M. Maxam y Walter Gilbert adscritos al Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Universidad de Harvard, investigan sobre la secuenciacion del ADN y en febrero de 1977 publican, en
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, un articulo que titularon “A New method
for sequencing ADN” en el que afirman que el ADN puede ser secuenciado por un procedimiento quimico, mediante
el cual es posible determinar la secuencia de nucleétidos del ADN. La propuesta se resume en la realizacién de cuatro
reacciones diferentes de sintesis de ADN utilizando un dideoxinucledtido (ddNTP) distinto en cada tubo y nucleétidos
normales, lo que permite la sintesis de diversos fragmentos que terminan con un ddNTP especifico y posteriormente
son separados por electroforesis, de acuerdo con su tamafo. Utilizando esta metodologia es posible secuenciar ADN en
término de horas.

Frederick Sanger, tomando en consideracion lo reportado por Meselson y Stahl, desarrolla un método de secuenciacién
de pequenos fragmentos de ADN cuyo enfoque diferencial, frente a la propuesta de Maxan y Gilbert que era eminen-
temente quimica y tomaba al menos un dia, fue la utilizacién de sintesis enzimatica de la cadena complementaria del
fragmento de ADN a secuenciar. Utilizando esta estrategia, Sanger y colaboradores, en 1978, realizan la secuenciacién
total del bacteridfago ®-X174 y desde entonces es el método mas utilizado para determinar secuencias de ADN. En 1980
Sanger y Gilbert fueron laureados con el Premio Nobel en Quimica, el segundo para Sanger, “por sus contribuciones en
la determinacion de la secuencia de las bases en los acidos nucleicos”. Este mismo ano le fue otorgado el Premio Nobel a
Paul Naim Berg, profesor de la Escuela de Medicina de la Universidad de Washington y Profesor Emérito de la Universidad
de Stanford, “por sus estudios sobre la bioquimica de los acidos nucleicos en particular por la técnica del ADN-recombi-
nante”. En 1981 se reporta la secuencia del ADN mitocondrial humano y Robert A. Weinberg (MIT), Michael Wigler (Cold
Spring Harbor Laboratory) y Mariano Barbacid (NIH), lideres de tres grupos de investigacion, informan por primera vez
que los oncogenes son responsables de un cancer humano.

En cuanto a los aspectos técnicos en los que se fundamenta la secuenciacion, es relevante mencionar el gran aporte de
Kary Mullis quien, en abril de 1990, publica un articulo en Scientific American, el que describe la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) que permite amplificar millones de veces fragmentos especificos de ADN.

Hasta este momento la secuenciacién era un proceso manual, pero en 1982 Marvin Caruthers y Leroy Hood desarrollan
el primer método automatizado para secuenciar ADN, el cual era capaz de secuenciar fragmentos de 5 a 75 pares de
bases (pb) y, en 1986, Leroy Hood y Lloyd Smith disenan el primer secuenciador automatico que utiliza rayos laser que
reconocen marcadores de fluorescencia en el ADN.

Analicemos lo acaecido en la evolucion de los procesos de secuenciacion del ADN, al pasar del método de Sanger, que
era manual, al advenimiento de los secuenciadores automaticos disefados por Leroy Hood y un grupo de investigadores
del Instituto Tecnoldgico de California (CALTECH). Basicamente, la finalidad que perseguian era automatizar los procesos
que se llevaban a cabo en el laboratorio y hacerlo en colaboracién con el sector empresarial, para posteriormente co-
mercializar sus innovaciones. En los proyectos de investigacién del grupo de Hood en CALTECH se empleaba de manera
rutinaria la secuenciacion manual de proteinas y decidieron que la automatizacion seria una excelente oportunidad para
comercializar el equipo. Con este propdsito en mente buscaron financiacion para el proyecto y crearon una empresa start-
up que denominaron Applied Biosystems, la cual se encargaria de la comercializacién de lo que desarrollaran. Dado que
uno de los problemas para la automatizacion del equipo era la lectura de la secuencia, cuya interpretacion la realizaba
visualmente el investigador, idearon la inclusién de un computador y sustituyeron las bandas negras que se obtenian en
las tiras, por bandas de un color diferente para cada uno de los nucleétidos detectados por laser, generando informacion
digital que el computador era capaz de procesar.

Estas técnicas son basicas en la realizacion del Proyecto Genoma Humano (PGH). El primero de octubre de 1990 el Insti-
tuto Nacional de Salud (NIH) y el Departamento de Energia de los Estados Unidos (DOE), informan oficialmente el lanza-
miento del Proyecto Genoma Humano (PGH) y nombran a James Watson director del Centro Nacional de Investigacion
del Genoma Humano. Se inicia la ejecucion del proyecto en 1991 y al ano siguiente nace “The Institute for Genomic
Research” (TIGR). En 1994, se tiene el primer mapa genético y en 1996, el mapa fisico (ESTs); se crea la a corporacién
privada Celera Genomics (1998) y para 1999 se obtiene la secuencia completa del primer cromosoma: el ndmero 22.
Posteriormente, en el aiio 2000, se dispone del primer borrador y el lunes 26 de junio de ese afio, el doctor ). Craig Ven-
ter anunciaba, en una conferencia de prensa en la Casa Blanca y con la presencia del presidente de los Estados Unidos,
Bill Clinton, y el primer ministro de Gran Bretana, Tony Blair, que era un dia historico para la humanidad al poder leer,
por primera vez, las letras quimicas del codigo genético humano. Asi mismo resaltaba que este resultado era el esfuerzo
conjunto de mudiltiples investigadores en una alianza de instituciones publicas y privadas, que habia iniciado cinco ahos
antes, The Institute for Genomic Research in Rockville, Maryland.

Cabe senalar que, concomitantemente con el desarrollo del proyecto del genoma humano, en 1990 tres grupos de inves-
tigacion disenaron en forma simultanea, el método de electroforesis capilar que seria de gran utilidad en la secuenciacion.
El primer genoma totalmente secuenciado de una célula procariota fue el de Haemophilus influenzae en 1995; un aho
después se reporta el genoma de una levadura: Saccharomyces cerevisiae. En 1998 se termina la secuenciacion del geno-
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ma de un animal Caenorhabditis elegans y en el siguiente ano se realiza la secuenciacion del primer cromoso-
ma humano, el nimero 22. Al disponer de equipos de secuenciacion automatica cada afo aparecen nuevos
genomas, y es asi como en el ano 2000 se dispone del primer genoma de un vegetal: Arabidopsis thaliana. En
2003 se completd la secuenciacion del genoma humano, que si se colocara en papel ocuparia alrededor de
100 volimenes, cada uno con 1000 paginas escrito con los cuatro caracteres A, T, Cy G. Por ello, para que
la informacién obtenida, pudiese ser consultada en la red, hubo necesidad de desarrollar sistemas de computo
capaces de almacenar y procesar los datos.

Merece la pena mencionar que el costo total del proyecto del genoma humano ascendié a US$ 2700 millo-
nes, y en la actualidad el costo por genoma secuenciado oscila entre US$ 5000 y US$ 3000, lo que muestra
la necesidad de contar con secuenciacion de bajo costo y ello ha dado lugar a las distintas tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento. Para lograr disminuir mas los costos de la secuenciacion de un genoma hu-
mano, dos empresas: Life Technology® e Illlumina® se encuentran disefando secuenciadores cuya finalidad
es poder secuenciar por US$ 1000 o menos, fundamentado en el avance de la nanotecnologia y particular-
mente con la utilizacion de nanoporos para una sola molécula. Esta aplicacion de los nanoporos fue descrita
y patentada ante la Oficina de Patentes de los Estados Unidos, por George Church y colaboradores, cuya
solicitud data de 1995 y que fue otorgada en 1998.

Es innegable el gran potencial que tiene el conocimiento de los factores genéticos, asociados a enfermedades
o desordenes genéticos, para su deteccion y posible tratamiento. En este contexto la secuenciacién de nueva
generacion (NGS - Nex Generation Sequence) de genomas, es una tecnologia ideal para ser utilizada, debido
a su rapidez y economia pero adicionalmente porque permite obtener datos en forma rapida, confiable y de
buena calidad para el entendimiento de sistemas biolégicos a nivel de genoma, transcriptoma, metaboloma
o epigenoma. La NGS de genomas implica la confluencia de equipos automatizados, en los que los avances
experimentales en quimica, ingenieria, biologia molecular, nanotecnologia se entrelazan con la computacion
de alto rendimiento, para incrementar la velocidad con la cual se obtienen los datos, su almacenamiento, asi
como su analisis y procesamiento.

A partir de 2011 se dispuso de varias plataformas para realizar la secuenciacion, un ejercicio de comparacion
del desempeno de tres plataformas de secuenciacion de nueva generacion: lon Torrent®, Pacific Bioscien-
ces®, lllumina MiSeq ® fue realizado por Michael A. Quail y colaboradores del Instituto Sanger (2012) para
determinar la secuencia de cuatro genomas bacterianos en el que se evalian parametros tales como cantidad
de muestra (3 mg - 50 ng); tiempo de procesamiento (30 min. - 11 dias); pares de bases por corrida (52.5 kb
- 600 Gb). En 2012 llumina® lanzé una nueva versién de su secuenciador HiSeq® 2500, que es un sistema
de nueva generacion de secuenciadores, cuyas caracteristicas principales son la rapidez, pues es capaz de
secuenciar un genoma en tan solo 24 horas y el nimero de datos, ya que puede generar 120 gigabases de
datos en 27 horas o 600 Gb por corrida.

Los datos de secuenciacién obtenidos con esta tecnologia disminuyen tiempo y costo vy, al integrarlos con los
datos biol6gicos, generan informacién gendémica relevante para la clinica, ya que pueden ser utilizados para la
prediccion de sets de datos que se utilizan en el diagndstico y tratamiento de enfermedades, para establecer
su incidencia en una determinada patologia o como blanco terapéutico. Esta estrategia innovadora permite su
utilizacion en areas como la agricultura, nutricion y salud. Particularmente, se pueden evidenciar biomarcado-
res y disenar nuevas entidades moleculares en oncologia o en la caracterizacion de enfermedades genéticas
orientadas hacia la consolidacion de la medicina personalizada o medicina de precisién, entendida como la
habilidad de disenar tratamientos terapéuticos acordes con las distintas caracteristicas de cada paciente, in-
corporando la informacién genémica para hacer mas asertiva la toma de decisiones.

Es también importante reflexionar sobre la necesidad de contar con talento humano experto, no solo en se-
cuenciacion, sino en bioinformética y en aspectos clinicos, para implantar y apoyar su inminente utilizacion en
forma rutinaria, como parte de las determinaciones que ofreceran los laboratorios clinicos y de las cuales ya
se pueden mencionar algunos ejemplos: cancer de seno, de pulmén, de higado y colorrectal.

Para apoyar este tipo de aplicaciones de la secuenciacién, el 4 marzo de 2014 se realizé en Londres una
reunion de los integrantes de la Global Alliance for Genomics and Health, en la que también participaron
entidades publicas y privadas de investigacion biomédica, entre las que se pueden citar Wellcome Trust, los
Institutos de Salud de los Estados Unidos, las universidades de Berkeley, Oxford, Stanford Texas, John Hopkins,
la Sociedad Americana de Oncologia Clinica y Genética Humana, el Centro Nacional de Analisis Genémico
de Espana, industrias farmacéuticas como Sanofi y Merck y empresas de computacién como IBM, de secuen-
ciadores Illlumina® y Google, entre otras. El propdsito de esta magna reunion fue, como en el caso del PGH,
aunar esfuerzos para recopilar la informacién sobre datos clinicos y genéticos con el propdsito de avanzar
hacia la medicina de precision. Ese mismo dia Craig Venter anuncié la creacion de la empresa Human Lon-
gevity Inc. (HLI®) y de un nuevo proyecto cuyo propdsito es recopilar y analizar el genoma y los parametros
bioquimicos de miles de personas, que voluntariamente deseen participar en el proyecto. Se espera poder
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secuenciar 40 000 genomas al afo, con la finalidad de desarrollar kits de diagndstico, predecir el riesgo de padecer una
determinada patologia y comercializar los productos que este proyecto genere para el disefo de una terapia personaliza-
da. Otra vertiente de la secuenciacion masiva de genomas es la que abandera California Life Company (Calico®), empresa
cuyos desarrollos se orientan a mitigar y curar el envejecimiento y las enfermedades asociadas.

Finalmente y en honor a la molécula del ADN por su importancia para las ciencias de la vida, el dia 25 de abril se ha
designado como el “dia del ADN” coincidiendo con el dia que apareci6 la publicacion de Watson y Crick y tomando en
consideracion que el conocimiento sobre el ADN ha sido factor clave para el desarrollo de la industria biotecnoldgica
orientada a sectores como salud, agropecuario, ambiental y bioenergético, entre otros.
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