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Secuenciacion

Existen diferentes técnicas de secuenciacion, pero sin ninguna duda la desarrollada en la
década de 1970 por Frederick Sanger, un bioquimico inglés, fue la que permitié la
secuenciacion a gran escala. Sanger, quien logro la secuencia completa de la molécula de
insulina y demostro que las proteinas tienen unaes  tructura especifica, desarrollé un
método de secuenciacion en 1975 (que le valio un se  gundo Premio Nobel en 1980).

La secuenciacion de ADN utilizando el “método dides oxi” de Sanger emplea nucledétidos
modificados (didesoxinucle6tidos), que no poseen el hidroxilo (OH) en el extremo 3’ . El
ADN se sintetiza in vitro utilizando un molde de la cadena que se desee secuenciar, un
exceso de sustratos nucleétidos desoxi, una pequefia cantidad de didesoxi especifico (A,
T, C 0 G), un cebador o primer y polimerasa.
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Imagen 1. Secuenciacion. Para realizar la secuenciacion se ¢ oloca en un tubo los cuatro
desoxinucledtidos (negro) mas un didesoxinulétido ( azul), ademas del primer, el molde y la
ADN polimerasa (circulo amarillo). El resultado de la reaccion de sintesis son cadenas de
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distinta longitud. La incorporacion de un nucle6tid o didesoxi hara que termine el proceso
de sintesis. Esto se debe a que la polimerasa neces ita un grupo hidroxilo en la posicion 3’
para poder agregar el siguiente nucleétido (si este grupo no esta presente, la polimerasa
no puede continuar con la sintesis). Una vez sintet  izado el ADN, se realiza una corrida en
gel sembrando las productos de las reacciones corre spondientes al agregado de cada uno
de los nucledtidos didesoxi. De esta manera, se pue  den ver distintas bandas
correspondientes a tamafios diferentes. Si leemos la s calles de abajo arriba (es decir ,de
menor a mayor tamafio), tendremos la secuenciadel A DN elegido (en orientacion 5° —3).



