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En este tipo de experimento fue necesario extraer ARN de pupas 
de diferentes estados de desarrollo (% dp) para sintetizar un ADNc por 
retrotranscripción, a partir del cual se realizó una qPCR con cebadores de los 
genes de interés. Los valores de Ct (Ciclo de cuantificación) proporcionados 
por el instrumento de PCR en tiempo real pueden importarse a una hoja de 
cálculo de Microsoft Excel (datos hipotéticos para el gen Hsp90, ver Tabla 
2). En todo experimento se deben usar réplicas biológicas (tres pupas para 
cada estado de desarrollo), y el promedio de los valores de Ct entre ellas se 
usará en los análisis posteriores. En seguida se deberán realizar los siguientes 
cálculos, que consideren el uso de un gen de referencia (en este caso el gen 
que codifica para la proteína ARNr 18S) y los valores de una condición control 
(en este caso 0 % de desarrollo):

Para calcular la expresión (Fold change, FC) del gen Hsp90 en una pupa 
con 10 % de desarrollo, se pueden seguir los siguientes pasos:

1. Normalizar los valores de Ct con el gen de referencia (ARNr 18S): 
∆Ct 0%= (Ct gen Hsp90 – Ct ARNr 18S) en el día cero
∆Ct 10%= (Ct gen Hsp90 – Ct ARNr 18S) con desarrollo de 10 %.

2. Normalizar con la condición control: 
ΔΔCt = (Ct gen Hsp90 – Ct ARNr 18S) al 10 % - (Ct gen Hsp90 – Ct ARNr 18S) 
al 0 %.

3. Transformar a una expresión exponencial: 2–∆∆Ct

4. Calcular los promedios de los valores 2–∆∆Ct de las réplicas biológicas y las 
respectivas desviaciones estándar.

5. Hacer análisis estadísticos y evaluar si existen diferencias significativas 
entre la condición experimental y el control: Test Anova

El resultado final se expresa como un Fold change que representa cuántas 
veces varió la expresión del gen Hsp90 durante el desarrollo pupal en relación 
con el control o desarrollo 0 %. Este valor se puede graficar (Figura 37).

Las Tablas 2 - 5 muestran datos hipotéticos y los cálculos para encontrar el 
cambio en la expresión de Hsp90 a 10% de desarrollo pupal con base en el 
método 2–ΔΔCt. 
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Como fue presentado en la Tabla # 5, los cálculos esperados de Fold 
change para la condición control siempre deben estar cerca de 1, lo cual 
indica poca variación entre las réplicas. En el ejemplo la expresión de Hsp90 
aumentó cerca de 30 veces (Tabla 5), lo que indica que la activada del gen 
estuvo incrementada a lo largo del tiempo. 

Tabla 2
Datos hipotéticos de Ct (ciclo de cuantificación) obtenidos al amplificar el gen 
Hsp90 y el gen de referencia ARNr 18S en condición 0 % (control) y 10 % de 
desarrollo pupal

Réplicas biológicas 
(tres pupas)

Control Hsp90
Control ARNr 

18S
10 % Hsp90

10 % 

ARNr 18S

Ct1 20,84 21,49 15,5 21,45

Ct2 20,87 21,87 15,79 21,62

Ct3 20,85 21,88 15,65 21,46

Tabla 3
Normalización de los datos con el gen de referencia (ARNr 18S): 

Ct Hsp90 – 
Ct ARNr 18S (∆Ct)

ΔCt control ΔCt 10 %

∆Ct1 -0,65 -5,95

∆Ct2 -1 -5,83

∆Ct3 -1,03 -5,81

Promedio réplicas -0,893333333 -5,86333
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Tabla 4
Normalización con la condición control 

ΔCt – 
ΔCt Control promedio (ΔΔCt)

ΔΔCt control ΔΔCt 10 %

ΔΔCt1 0,243333333 -5,05667

ΔΔCt2 -0,106666667 -4,93667

ΔΔCt3 -0,136666667 -4,91667

Tabla 5
Transformación a una función exponencial y cálculo del Fold change

2–(ΔCt 10%  – ΔCt control) 2–ΔΔCt Control 2–ΔΔCt 10%

Fold change

2–ΔΔCt1 0,84 33,2

2–ΔΔCt2 1,07 30,6

2–ΔΔCt2 1,09 30,2

Promedio réplicas 1,0 31,33*

* Este valor puede ser graficado junto con los valores de las otras etapas de desarrollo, no 

calculados en el ejemplo, en un gráfico Fold chage vs. % desarrollo. 

Protocolo de PCR cuantitativa: caso Rotor-Gene® Q de QIAGEN

Equipos
- Un equipo de qPCR. En este caso se usará el equipo Rotor-Gene® Q de 
QIAGEN como ejemplo (Figura 38). Consultar el manual de su equipo para 
conocer detalles de su funcionamiento. 
- Un computador con el software del equipo instalado (Figura 38). Consultar 
detalles de la instalación en el manual del equipo. 



Capítulo 4. PCR cuantitativa: qPCR, RT-qPCR y protocolo de uso de Rotor Gene Q 
(QIAGEN) 97

Principios teórico-prácticos de análisis de biología molecular: 
desde el aislamiento del ADN al análisis de secuencias

Figura 38
Equipo de qPCR marca Rotor-Gene® Q de QIAGEN
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Figura 38
Equipo de qPCR marca Rotor-Gene® Q de QIAGEN
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Fuente: Manual del equipo Rotor-Gene® Q de QIAGEN

Instrucciones sobre el software 

Use el CD entregado con el equipo de qPCR para instalar el software 
en el computador y siga las instrucciones del manual del equipo. Una vez 
instalado, un icono del software (Figura 39A) será creado automáticamente en 
el escritorio. Para iniciar se debe prender el equipo de PCR y dar doble clic en 
el icono. Una ventana de bienvenida será abierta, en la que se debe introducir 
el número de serie del equipo. Todos los equipos poseen un número de serie 
único (siete dígitos en el caso de Rotor-Gene® Q) en su parte posterior, que 
será solicitado solamente la primera vez que se use el software (Figura 39B). 
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Figura 40
Tubos de 0,2 ml o 0,1 ml de calidad óptica
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Figura 40
Tubos de 0,2 ml o 0,1 ml de calidad óptica

Nota. Rotor y tubos de PCR para el equipo Rotor-Gene® Q. A. Rotor de 36 tubos de 0,2 
ml. B. Rotor de 72 tubos de 0,1 ml. Fuente: Manual del equipo Rotor-Gene® Q de QIAGEN.

Recomendación sobre los tubos Rotor-Gene® Q 

Con respecto a la cantidad de tubos, depende del tipo de rotor que se use. 
Hay cuatro rotores disponibles para acomodar diferentes tipos de tubos (ver 
detalles en el manual de este equipo). Con el instrumento se entregan el rotor 
de 36 tubos y el rotor de 72 tubos (Figura 40).

Es importante que en un experimento se empleen tubos idénticos, no se 
deben mezclar diferentes tipos de tubos o fabricantes debido a que esto 
afectará la uniformidad óptica. QIAGEN recomienda el empleo de tubos de 
su marca que están especialmente diseñados para usar con el Rotor-Gene Q. 
Tubos de fabricantes alternativos pueden autofluorescer, lo que podría interferir 
en la fiabilidad de los resultados. Además, tubos de fabricantes alternativos 
pueden variar en longitud y grosor, lo que resultaría en desalineación de la 
ruta óptica del Rotor-Gene Q y la reacción en el tubo.

Nota. Rotor y tubos de PCR para el equipo Rotor-Gene® Q. A. Rotor de 36 tubos de 0,2 
ml. B. Rotor de 72 tubos de 0,1 ml. Fuente: Manual del equipo Rotor-Gene® Q de QIAGEN.

Recomendación sobre los tubos Rotor-Gene® Q 

Con respecto a la cantidad de tubos, depende del tipo de rotor que se use. 
Hay cuatro rotores disponibles para acomodar diferentes tipos de tubos (ver 
detalles en el manual de este equipo). Con el instrumento se entregan el rotor 
de 36 tubos y el rotor de 72 tubos (Figura 40).

Es importante que en un experimento se empleen tubos idénticos, no se 
deben mezclar diferentes tipos de tubos o fabricantes debido a que esto 
afectará la uniformidad óptica. QIAGEN recomienda el empleo de tubos de 
su marca que están especialmente diseñados para usar con el Rotor-Gene Q. 
Tubos de fabricantes alternativos pueden autofluorescer, lo que podría interferir 
en la fiabilidad de los resultados. Además, tubos de fabricantes alternativos 
pueden variar en longitud y grosor, lo que resultaría en desalineación de la 
ruta óptica del Rotor-Gene Q y la reacción en el tubo.
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Figura 41
Placa de PCR de 96 pozos diseñados para equipo de PCR de marcas como 
Bio-Rad y Applied Biosystem
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Figura 41
Placa de PCR de 96 pozos diseñados para equipo de PCR de marcas como 
Bio-Rad y Applied Biosystem

Fuente: Tomado de Termo Fisher Scientific ™

Reactivos
• Enzima DNA polimerasa
• Tampón de la enzima
• MgCl2 (cofactor de la enzima)
• dNTPs
• Un par de cebadores (Forward y Reverse)
• Fluoróforo (Syber Green®) o sondas
• Agua grado biología molecular ultra pura
• Muestra de ADN o cADN 

Procedimiento

Antes de comenzar 

Verificar que el fluoróforo para el ensayo sea el apropiado de acuerdo 
con el equipo que se usará (ver fluoróforos en el manual del Rotor Gene 
Q). El equipo debe estar calibrado; en caso de ser necesario, realizar las 
calibraciones pertinentes. El equipo y el software deben estar conectados a 
un no break para evitar que se interrumpa el ensayo o se pierdan datos por 
falla o por cambios repentinos en el suministro eléctrico. Las superficies de 

Fuente: Tomado de Termo Fisher Scientific ™
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trabajo deben estar limpias para evitar la contaminación. Es muy importante 
trabajar con guantes sin polvo, limpiar las superficies con papel sin pelusa y 
detergentes que degradan el ADN o bien con una solución de hipoclorito de 
sodio al 10 %.

1. Extracción de ADN genómico4

2. Síntesis de ADNc

Cuando se requiere analizar la expresión génica, el ARN extraído de una 
muestra es convertido a ADN a través de una reacción de retrotranscriptasa 
(RT) inversa. Para eso se requiere tener la muestra de ARN (preferiblemente 
conservada a –80° C), enzima RT, dNTPs y un cebador oligo dT (oligonucleótido 
compuesto por timinas, que hibrida la terminación poli Adenina 3 de los ARN 
mensajeros). Si se quiere analizar otro tipo de ARN (ARN no codificantes), 
se deben consultar protocolos para escoger otro tipo de cebador. Como 
el objetivo de este protocolo es explicar la qPCR, se debe consultar otro 
protocolo para conocer detalles de extracción de ARN y síntesis de cADN.

3. Cuantificación y dilución de ADN o ADNc

Después de estandarizar la cantidad de ADN óptima para la reacción (la 
cual se logra a través de la construcción de una curva estándar), preparar el 
ADN de acuerdo con la cantidad calculada (ver capítulo de cuantificación de 
ADN para más detalles de este procedimiento). 

4. Preparación de la mezcla de la reacción (Mix) 

•	 Las muestras del ADN que van a ser analizadas se deben mantener en 
hielo hasta que se coloquen en la placa o en los tubos PCR. 

4 Para conocer más detalles sobre el protocolo de la técnica, sus materiales, reactivos y 
concentraciones, ver capítulo sobre Extracción de ADN a partir de insectos con buffer de 
macerado (Cadavid, 2018) o el capítulo de Extracción de ADN con DNeasy Blood y Tissue 
kit (QIAGEN), modificado para insectos (Pérez, 2018) del libro “Del campo al laboratorio: 
integración de procedimientos para el estudio de moscas”.
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•	 Todos los reactivos para la PCR se deberán descongelar y homogeneizar 
con cuidado. Se deben mantener sobre hielo y tapados para evitar que 
reciban la luz directa.

•	 Agregar todos los componentes descritos en la Tabla 6 en un tubo de 1,5 
ml. El volumen de cada reactivo se debe calcular basado en el número de 
muestras que se van a analizar y teniendo en cuenta que haya mínimo tres 
repeticiones para cada muestra. Como los volúmenes individuales de los 
reactivos son pequeños y difíciles de pipetear, se acostumbra preparar 
una mezcla (mix) de todos los reactivos para el total de las muestras, y 
luego esta se reparte en cada uno de los tubos de reacción (ver Tabla 
6 para detalles de concentraciones, volúmenes y cálculos). Verificar las 
concentraciones de sus reactivos a la hora de hacer los cálculos de su 
propio experimento. 

•	 El volumen final de la reacción depende del tubo que se use, se 
recomienda trabajar con un volumen entre 20 - 50 µl, tanto para tubos de 
0,2 ml como de 0,1 ml. 

Recomendaciones: colocar la enzima Taq polimerasa y el fluoróforo en 
último lugar. La Taq polimerasa, que debe estar almacenada a una temperatura 
de –20° C, se debe sacar de la nevera en el momento en que se vaya a utilizar 
y guardarla inmediatamente después. El fluoróforo debe estar protegido de 
la luz, para esto se puede envolver el tubo donde se encuentra con papel 
aluminio. 

Tabla 6
Volumen y concentraciones de reactivos para PCR 

Reactivo Concentración 
inicial

Volumen 
inicial ( una 

muestra)

Concentración 
final (Volumen 
final de 20 µl )

Volumen 
para 36 

muestras

Volumen 
para 72 

muestras
Primer (F) 10 µM 0,4 µl 0,2 µM 14,4 µl 28,8 µl

Primer (R) 10 µM 0,4 µl 0,2 µM 14,4 µl 28,8 µl

dNTPs 5 mM cada 
uno

0,4 µl 0,1 mM 14,4 µl 28,8 µl
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Tampón 10X 2 µl 1X 72 µl 144

MgCl2 50 mM 1,2 µl 3 mM 43,2 µl 86,4 µl

Taq pol 5 Unidades 0,04 µl 0,01 U 1,44 µl 2,88 µl

Sybr 100X 0,03 µl 0,3X 1,08 µl 2,16 µl

Agua 5,53 µl 199,08 µl 398,16 µl

ADN 10 µl ------------- --------------

Volumen 
final 20 µl ------------ --------------

Fuente: Tomado de Cadavid et al. (2020).

•	 Colocar 10 μL de la mezcla de reacción en cada tubo.
•	 Agregar 10 μL de ADN problema a cada tubo.
•	 Una vez preparadas las mezclas, centrifugar los tubos para eliminar 

burbujas que podrían interferir con la lectura de la fluorescencia y para 
que la solución quede en el fondo de los tubos.

•	 Preparar el equipo y programar las condiciones para la amplificación 
(Tabla 7).

5. Amplificación por PCR 

•	 Colocar los tubos en el equipo en el perfil de amplificación deseado 
(Tabla 7). Ver el protocolo de su kit de reactivos de PCR para los tiempos 
y temperaturas específicos a la marca de su kit, ya que cada marca posee 
concentraciones de reactivos específicos, propiedades de la enzima 
DNA polimerasa y temperaturas de alineamiento que pueden variar. Si la 
enzima es Hotstart, esta puede requerir un paso de calentamiento para su 
activación. 

•	 Indicar el punto de colecta de datos: en general, los datos se colectan a 
60° C al final de la etapa de alineamiento. Se debe indicar este punto de 
colecta durante la configuración del equipo. 

•	 Solicitar la generación de una curva de Melting: indicar al equipo que 
genere esta curva al final de la reacción, este calentará las muestras 
gradualmente (p. ej., de 60 a 95° C), y recolectará la fluorescencia en cada 
temperatura para construir una curva.
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•	 Correr la PCR, esta reacción podría demorar alrededor de tres horas, 
según el equipo y la cantidad de muestras que se procesen. 

•	 Consultar la configuración del equipo en el manual. 

Tabla 7
Perfil térmico de amplificación por PCR 

Paso Tiempo Temperatura Ciclos 
Activación de taq polimerasa 2 min 95°C 1 

Desnaturalización 15 segundos 95°C

Alineamiento 1 minuto 60°C 40

Extensión 1 minuto 72°C

Extensión final 10 minutos 72°C 1

Curva de melting 3 minutos 60°C - 95°C 1

Fuente: Tomado de Cadavid et al. (2020)

6. Obtención de datos

•	 Antes de exportar los datos, se debe establecer el umbral (threshold) y 
la línea base (baseline). En el software del equipo se podrán visualizar las 
curvas de amplificación en escala logarítmica, en este automáticamente 
se mostrará la línea umbral y la línea base, el usuario podrá localizar de 
forma manual la mejor línea umbral en el área donde las curvas sean 
paralelas. La línea base se recomienda establecerla entre los ciclos 3 y 15. 
Una vez finalizado, exportar los datos a una hoja de cálculo. 

•	 Analizar los datos. Después de seleccionar el umbral y la línea base, el 
programa generará de manera automática la curva de calibración y 
realizará una regresión lineal con los puntos de la curva. A partir de la 
regresión calculará los valores de ciclo umbral o Ct para las muestras 
problema. Esta lista de valores Ct es la que el usuario deberá usar para 
llevar a cabo las comparaciones y los análisis estadísticos deseados 
(ANOVA o test-t student), mediante el método 2–ΔΔCt.
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Introducción 

La secuenciación de ADN es un método de laboratorio utilizado para 
determinar la secuencia de nucleótidos (adenina, timina, guanina y citosina) 
que componen esta molécula. El método fue desarrollado por Frederick Sanger 
en 1975 (Sanger et al., 1977), quien luego recibió el Premio Nobel de química 
en 1980 por sus contribuciones a la comprensión de las secuencias de ADN; 
esta secuenciación se conoce como se conoce como didesoxinucleótidos 
o de electroforesis capilar; sin embargo, el proceso se reconoce a menudo 
como secuenciación de Sanger, en referencia a su autor.

Los componentes para una secuenciación son similares a los que se 
emplean para la reacción en cadena de la polimerasa (ver capítulo de PCR 
convencional):

Secuenciación con 
didesoxinucleótidos 
(tipo sanger)5

Capítulo
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•	 Una enzima ADN polimerasa.
•	 Un par de cebadores, fragmentos pequeños de ADN monocatenario que 

se unen al molde de ADN y actúan como un “iniciador” para la polimerasa.
•	 Los cuatro nucleótidos del ADN (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).
•	 El molde de ADN que será secuenciado.
•	 Versiones didesoxi de los cuatro nucleótidos (ddATP, ddTTP, ddCTP, 

ddGTP), cada uno marcado con pigmentos de color diferente (Figura 42). 
•	 Un gel de electroforesis o capilar.

Este método de secuenciación, comercializado inicialmente por Applied 
Biosystems en 1986, fue el más utilizado durante aproximadamente 40 años. 
Más recientemente, la secuenciación de Sanger de mayor volumen ha sido 
reemplazada por métodos de secuenciación de nueva generación (Next 
Generation Sequencing, NGS), especialmente para análisis genómicos 
automatizados a gran escala. Sin embargo, el método Sanger sigue siendo de 
amplio uso para proyectos de menor escala y para validar los resultados de 
NGS. Incluso, aún conserva ventajas sobre las tecnologías de secuenciación 
de lectura corta (como Illumina), de producir lecturas de secuencia de ADN 
de más de 500 nucleótidos.

En principio, los conceptos detrás de las tecnologías de secuenciación 
Sanger vs. nueva generación son similares. Tanto en la secuenciación de NGS 
como en la de Sanger, la ADN polimerasa agrega nucleótidos fluorescentes 
uno por uno en una cadena de ADN en crecimiento. Cada nucleótido 
incorporado se identifica por su etiqueta fluorescente. La diferencia crítica 
entre la secuenciación de Sanger y NGS es el volumen de secuenciación. 
Mientras que el método Sanger secuencia un solo fragmento de ADN a la 
vez, NGS es masivamente paralelo y secuencia millones de fragmentos 
simultáneamente por ejecución. Este proceso de alto rendimiento se traduce 
en la secuenciación de cientos a miles de genes a la vez. NGS también ofrece 
un mayor poder de descubrimiento para detectar variantes novedosas o raras 
con una secuenciación profunda (Illumina, 2020).
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Cómo funciona la secuenciación Sanger 

En la secuenciación de Sanger, se parte de la síntesis de una nueva cadena 
de ADN que usa como molde el ADN del cual se quiere conocer su secuencia 
nucleotídica. Para esto es necesario usar un par de cebadores, diseñados 
para hibridizar el ADN de interés y para que sean el punto de partida de la 
síntesis de ADN, en la cual se realizan cuatro reacciones individuales. Estas 
reacciones incluyen el ADN molde, cebadores, Taq polimerasa, los cuatro 
desoxinucleótidos trifosfatos (dNTPs), A (Adenina), G (Guanina), C (Citosina) y 
T (Timina), y una baja cantidad de solo uno de los cuatro didesoxinucleótidos 
trifosfatos (ddNTP): ddATP, ddGTP, ddCTP o ddTTP. Las cuatro reacciones se 
pueden denominar A, G, C y T, de acuerdo con cual de los cuatro ddNTP 
se incluya en la reacción. La característica que diferencia a los ddNTP de los 
dNTPS es que los primeros carecen de un grupo hidroxilo en el carbono 3’ 
del anillo de azúcar (Figura 42), que se requiere para formar enlaces entre 
nucleótidos.

Figura 42
Estructura de didesoxinucleótidos (ddNTP) y desoxinucleótidos (dNTP). 
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Cómo funciona la secuenciación Sanger 

En la secuenciación de Sanger, se parte de la síntesis de una nueva cadena 
de ADN que usa como molde el ADN del cual se quiere conocer su secuencia 
nucleotídica. Para esto es necesario usar un par de cebadores, diseñados 
para hibridizar el ADN de interés y para que sean el punto de partida de la 
síntesis de ADN, en la cual se realizan cuatro reacciones individuales. Estas 
reacciones incluyen el ADN molde, cebadores, Taq polimerasa, los cuatro 
desoxinucleótidos trifosfatos (dNTPs), A (Adenina), G (Guanina), C (Citosina) y 
T (Timina), y una baja cantidad de solo uno de los cuatro didesoxinucleótidos 
trifosfatos (ddNTP): ddATP, ddGTP, ddCTP o ddTTP. Las cuatro reacciones se 
pueden denominar A, G, C y T, de acuerdo con cual de los cuatro ddNTP 
se incluya en la reacción. La característica que diferencia a los ddNTP de los 
dNTPS es que los primeros carecen de un grupo hidroxilo en el carbono 3’ 
del anillo de azúcar (Figura 42), que se requiere para formar enlaces entre 
nucleótidos.

Figura 42
Estructura de didesoxinucleótidos (ddNTP) y desoxinucleótidos (dNTP). 

Nota. El dNTP posee un OH en la ribosa y el ddNTP carece de él. 

Fuente: Elaboración propia de la autora.Nota. El dNTP posee un OH en la ribosa y el ddNTP carece de él. 

Fuente: Elaboración propia de la autora.
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En un nucleótido normal, el grupo hidroxilo (-OH) 3’ sirve para formar 
el enlace con el próximo nucleótido que entra en la cadena de ADN. Este 
enlace se da entre el OH del extremo 3´ del ADN y el grupo fosfato 5´ del 
nuevo nucleótido. Pero si la ADN polimerasa agrega un ddNTP a la cadena, 
ya no habrá un hidroxilo sobre el que se puedan agregar más nucleótidos. 
La síntesis de la cadena, termina con el nucleótido didesoxi, marcado con un 
pigmento de un color particular, según la base nucleotídica (A, T, C o G) que 
esté en la reacción. Como los ddNTP se incorporan al azar, la síntesis termina 
en muchas posiciones diferentes para cada reacción, y como resultado lleva a 
la formación de fragmentos de diferentes tamaños con cromóforos diferentes. 

Después de la síntesis, los productos de las reacciones A, G, C y T se cargan 
individualmente en carriles de un gel y se separan mediante electroforesis, 
un método que separa los fragmentos de ADN según sus tamaños, así, los de 
menor tamaño son los que primero migrarán en el gel. Las bandas se detectan 
por medio de radioactividad (en el pasado) o un colorante fluorescente (en 
la actualidad), y luego la secuencia se lee desde el fondo del gel hasta la 
parte superior, incluyendo las bandas de los cuatro carriles. Por ejemplo, si la 
banda ubicada en el extremo más bajo del gel aparece en el carril de reacción 
A, entonces el primer nucleótido en la secuencia es A. Luego, si la siguiente 
banda de abajo hacia arriba aparece en el carril T, el segundo nucleótido en la 
secuencia es T, y así sucesivamente (Figura 43). 
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Figura 43
Autorradiografía de un gel de electroforesis de productos de PCR de 
secuenciación tipo Sanger

Nota. El primer carril posee productos de una reacción que contiene ddGTP, por lo cual 
las bandas representan productos que terminaron de ser sintetizados en el nucleótido de 
guanina (G). El segundo carril representa reacciones con ddATP, el tercero, con ddTTP y el 

cuarto, con ddCTP.  Fuente: Tomado de Sanger et al. (1977).

Inicialmente, esta lectura se realizaba de forma manual, hoy en día existen 
métodos de secuenciación capilar que emplean un equipo encargado de 
leer la fluorescencia. En la secuenciación capilar, los fragmentos de ADN se 
separan por tamaño a través de un capilar largo y delgado de fibra acrílica 
(en lugar de un gel de electroforesis). La muestra que contiene fragmentos de 
ADN se inyecta en el capilar, esto se hace al sumergir el capilar y un electrodo 
en una solución de la muestra, y al aplicar brevemente una corriente eléctrica, 
los fragmentos de ADN migran hacia el final del capilar (Dovichi, 1997).
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Una vez que se ha inyectado la muestra, se vuelve a aplicar el campo 
eléctrico para conducir los fragmentos de ADN a través del capilar. Cada última 
base de la cadena (del ddNTP) estará etiquetada con un color diferente: A = 
Verde, C = Azul, G = Amarillo y T = Rojo. Así, cuando un láser, incorporado 
en el equipo, es disparado a través de la fibra capilar, hace que las etiquetas 
coloreadas en los fragmentos de ADN produzcan fluorescencia. El color de 
las bases fluorescentes es detectado por una cámara y registrado por el 
equipo de secuenciación (Figura 44). Los colores de las bases se muestran en 
una computadora como un gráfico de picos de diferentes colores conocido 
como cromatograma (Zhang et al., 2001) (Figura 45).

El cromatograma es “procesado” o “resuelto” a través de un método 
matemático que corrige la posición de los picos del cromatograma “en 
bruto”, ajustándolos a una imagen más limpia y clara (Figura 45). El método 
matemático calcula la posición ideal de los picos y tiene en cuenta la masa 
de los fluoróforos incorporados en las cadenas de ADN y otros factores 
inherentes a la electroforesis capilar (Haan y Godsill, 2000).

Figura 44
Flujograma del proceso de secuenciación

Nota. 1. Extensión: Se realiza una PCR con nucleótidos dNTP y otros ddNTP, estos últimos 
marcados con colorantes fluorescentes. La Taq polimerasa va a integrar cualquiera de estos 
dos a la cadena. 2. Terminación de cadena: al integrar un ddNTP, la extensión de la cadena 
termina. 3. Estimulación con láser: la electroforesis capilar permite separar los fragmentos por 
tamaño, en donde los más pequeños serán los primeros en ser detectados y estimulados 
por un láser. 4. Detección de fluorescencia 5. Análisis computacional: se registra la detección 
de fluorescencia para producir un cromatograma, el cual representa la secuencia de letras 
que componen la muestra de ADN. Fuente: Elaboración propia de la autora.
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Figura 45 
Cromatograma de una secuencia de ADN

Nota. Representa el flujo de emisión de luz (eje “y” en el gráfico) a lo largo del tiempo 

(eje “x”).  Fuente: Elaboración propia de la autora

Dificultades en la lectura de las secuencias

La visualización e interpretación del cromatograma son pasos fundamentales 
en el proceso de análisis de resultados, y requieren un examen manual a través 
de programas de bioinformática de edición de secuencias (por ejemplo, 
Bioedit, ver capítulo 6). Esto ayudará a definir mejor los nucleótidos presentes 
en regiones de resolución más difícil debido a la contaminación o variaciones 
en las secuencias del molde de ADN (Elyazghi et al., 2017).

En los resultados de secuenciación se pueden encontrar letras diferentes 
de las esperadas A, T, C y G debido principalmente a la contaminación de 
la muestra, la línea de base puede mostrar picos más altos. Cuando estos 
picos superan el 20 % de la altura de los picos principales, el programa del 
computador no puede interpretar (“llamar”) el nucleótido representado, 
e indica las llamadas “bases mixtas” en lugar de A, C, G o T. Las bases 
mixtas son el resultado de la interpretación de las señales de fluorescencia 
superpuestas (Figura 46). Esto significa que cuando haya una superposición 
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de fluorescencia entre una citosina y una timina, el software ubicará la letra 
N (Elyazghi et al., 2017). También, las muestras con resultados de alta calidad 
pueden tener picos superpuestos, esto ocurre principalmente en casos de 
alelos heterocigotos, SNP (polimorfismos de un solo nucleótido) o regiones 
más amplias de nucleótidos variables (Wu et al., 1996). 

Figura 46
Cromatograma visualizado con Bioedit

Nota. “ Se observa la señal de fluorescencia detectada por el equipo, 
y la base correspondiente a cada lectura” la base N se relaciona con señales 

diferentes detectadas. Fuente: Elaboración propia de la autora.
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Introducción

Las secuencias de ADN son una gran fuente de información sobre los 
organismos; su análisis tiene un sinnúmero de aplicaciones en campos como 
la genética, la biología molecular, la evolución, la sistemática, las ciencias 
ambientales y de la salud; ha permitido acceder a la variación intraespecífica y 
diversidad genética,  y se ha usado para identificación genética, determinación 
de especies crípticas, variación geográfica, establecer relaciones filogenéticas, 
conocer la estructura poblacional, etc.

En los trabajos de investigación de biología molecular, con frecuencia 
se producen nuevas secuencias de ADN de diferentes organismos, que se 
analizan a través de métodos de bioinformática. Además, muchas veces estos 
análisis se pueden completar con secuencias previamente publicadas en 
otros estudios y que se encuentran depositadas en bases de datos genéticos.

Edición de secuencias 
de ADN: un paso a paso 
para su análisis6

Capítulo
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El acceso a secuencias de ADN depositadas en bases de datos públicas 
facilita la conectividad entre ellas, permite realizar estudios comparativos, lo 
cual ha llevado a generalizar su uso y a que se comparta información entre 
investigadores de todo el mundo. 

En su análisis se pueden seleccionar regiones específicas del genoma, 
según la pregunta de investigación que se quiera resolver. Para proceder a 
dar uso a estas secuencias se requiere que la información esté organizada 
y pase por un proceso de evaluación de la calidad, ensamblaje, edición y 
elaboración de matrices a través de programas de bioinformática. 

A continuación, se describe de manera sucinta la utilidad de algunos 
programas, así como de sus opciones para procesar las secuencias de ADN 
con el fin de facilitarle al investigador la estandarización de su metodología 
de trabajo.

Evaluación de la calidad de los cromatogramas

Las secuencias de ADN (Ácido desoxirribonucleico) se obtienen a partir 
de los productos de PCR (reacción en cadena de la polimerasa). Para 
obtener el orden y composición de estas secuencias, el producto de PCR 
es sometido a una reacción de secuenciación que da como resultado una 
serie de lecturas, donde cada una de las bases nucleotídicas se representa 
con un color específico y se muestran curvas, de acuerdo con su intensidad 
lumínica. Esta información se almacena en archivos que se conocen como 
electroferogramas o cromatogramas de secuencias de ADN5 (Figura 47).

5 Estos formatos de archivo pueden ser ABI, AB1 o SCF.
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Figura 47
Vista general de un cromatograma desde el programa Geneious R 9.0

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Existen algunos factores que dificultan la reacción de secuenciación y 
calidad del resultado. Estos factores pueden ser: exceso de nucleótidos y 
de cebadores, estado de preservación de los reactivos que se usan en la 
reacción de secuenciación y cambios en el voltaje durante este proceso. 
Como consecuencia, se generan lecturas con poca claridad visual, y se 
disminuye el rango de lectura óptimo para la secuencia de ADN con relación 
al tamaño del fragmento amplificado (Figura 48).

Figura 48
Vista general de un cromatograma con un rango de lectura de baja calidad 
desde el programa Geneious R 9.0

Fuente: Elaboración propia de los autores.
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Generalmente, en la lectura de las primeras regiones (50 - 100 pares de 
bases) del cromatograma se observa poca resolución. De igual forma sucede 
con la porción terminal, en la que el espaciamiento y la intensidad de la señal 
de lectura se degradan (Figura 49).

Figura 49
Región de inicio y finalización de un cromatograma

Nota. La zona sombreada corresponde a lecturas de baja calidad. 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Es deseable analizar las secuencias con base en las regiones óptimas que 
permitan verificar de forma confiable la información y orden de nucleótidos 
presentes. Para examinar la calidad de las secuencias existen varios programas, 
uno de ellos es el programa Sequence Scanner® (Applied Biosystems, 
2011), el cual se descarga de forma gratuita (ver Anexo A1). Este programa 
permite evaluar los cromatogramas en términos de la calidad de la lectura y 
confidencia de cada una de las posiciones nucleotídicas, con lo cual la edición 
de cromatogramas y la construcción de secuencias consenso6 se realiza con 
base en un estimador (QV7).

6 Secuencia consenso: Secuencia de ADN producto de usar la información contenida en la lectura de 
dos cromatogramas de una misma muestra: uno en el sentido 5’-3’ y otro en sentido 3’-5’.	
7 Estimador QV: valor de confidencia producto de una estimación y expresado en una escala de 1 a 100 
para cada base nucleotídica en una secuencia de ADN. Un valor de cero corresponde a una asignación 
de base poco confiable (Bonfield y Staden, 1995).
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El programa puede usar para evaluar la calidad de un conjunto de 
cromatogramas, de forma que se pueda diagnosticar cuáles tienen el grado 
de calidad que permita construir una secuencia consenso e identificar 
cuáles muestras deben ser secuenciadas nuevamente. Después de abrir el 
programa, para cargar los cromatogramas se selecciona la opción Import 
Traces en el menú File. A continuación, se despliega una ventana de diálogo 
donde se deberán elegir, mediante el botón Add Selected Files, los archivos 
correspondientes a los cromatogramas que se van a analizar (en formato AB1 
o ABI), los cuales se deben buscar en la carpeta que se haya escogido para 
almacenarlos, una vez seleccionados se debe realizar haga clic en el botón 
Ok (Figura 50).

Figura 50
Selección de cromatogramas para ser analizados 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Luego de dar clic en OK, los archivos importados se mostrarán en la ventana 
principal del programa. Al seleccionar un archivo en particular, se visualiza el 
cromatograma asociado a este en una nueva ventana, que se observa en el 
panel inferior de la pantalla (Figura 50).



Capítulo 6. Edición de secuencias de ADN: un paso a paso para su análisis 129

Principios teórico-prácticos de análisis de biología molecular: 
desde el aislamiento del ADN al análisis de secuencias

Figura 51
Vista de los archivos importados y visualización de cromatograma 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Se aconseja realizar una inspección visual de cada cromatograma para 
conocer las posiciones a partir de las cuales se realizará la construcción de 
las secuencias consenso (ver más abajo: “Ensamblaje manual y edición de 
secuencias”), para lo cual se usa el estimador QV; se recomienda, además, 
seleccionar las regiones de lectura de un cromatograma cuando el valor QV 
se encuentre por encima de 50 y se mantenga para las posiciones siguientes 
(Figura 52).



Capítulo 6. Edición de secuencias de ADN: un paso a paso para su análisis
130

Principios teórico-prácticos de análisis de biología molecular: 
desde el aislamiento del ADN al análisis de secuencias

Figura 52
Vista de calidades de lectura en un cronograma 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Para obtener un informe general de la calidad de las secuencias (Figura 
53), se escogen todos los archivos. Luego, en el panel de la izquierda, se 
selecciona el menú Report y la opción QC Report.

La primera parte del informe contiene un reporte denominado Contiguous 
Read Length (CRL), en el que se muestra la longitud de zona de calidad para 
el conjunto de secuencias (Figura 53), la cual hace referencia a la porción 
del cromatograma que puede ser leída de forma continua sin encontrar 
ambigüedades o baja calidad en la asignación de bases nucleotídicas. 

En la parte inferior del reporte (Figura 53) se muestra la leyenda de la 
escala de colores para las variables: trace score y CRL. Luego se encuentra la 
información para cada secuencia, donde se indica la posición de la muestra en 
el plato de secuenciación (Well), el capilar en el que fue procesada la muestra 
(Cap#) y la información relacionada con la calidad de la muestra.
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Figura 53
Reporte de control de calidad de las secuencias 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

El parámetro Trace score es un puntaje que asigna el programa a la calidad 
de la secuencia y se relaciona con un indicador de puntaje y con una escala 
de colores. Se sugiere seleccionar cromatogramas con un indicador entre los 
rangos medio (color amarillo) y alto (color lila).

El parámetro CRL hace referencia a la región en la que se puede hacer 
una lectura continua del cromatograma. Este corresponde con un indicador 
de puntaje y con la escala de colores. Es aconsejable para el análisis usar 
cromatogramas que tengan un los rangos medio (color amarillo) y alto (color 
verde).

El parámetro QV (Quality value) tiene que ver con el puntaje de calidad de 
una secuencia de ADN. Se considera que valores entre cero y nueve indican 
la presencia de lecturas de bases con poca definición. Valores entre diez y 
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veinte sugieren que, aunque hay lecturas de bases de mayor calidad, estas se 
encuentran mezcladas en varias posiciones del cromatograma. Finalmente, 
cuando este parámetro es superior a 20 (QV20+), se considera que existe 
lectura de bases nucleotídicas de calidad y sin ambigüedades.

El cálculo de este parámetro está dado por la siguiente fórmula:
(8) QV=-10log log 10 (Pe)

Donde Pe hace referencia a la probabilidad de error (Ewing y Green, 1998).

El parámetro QV20+ lo utilizan los programas para el ensamblaje 
automatizado de genomas y secuencias consenso, el cual se puede visualizar 
de forma numérica, así como en forma de un diagrama de barras (Figura 54).

Figura 54
Gráfico de barras de calidad de las secuencias con base en el parámetro 
QV20+ 
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veinte sugieren que, aunque hay lecturas de bases de mayor calidad, estas se 
encuentran mezcladas en varias posiciones del cromatograma. Finalmente, 
cuando este parámetro es superior a 20 (QV20+), se considera que existe 
lectura de bases nucleotídicas de calidad y sin ambigüedades.

El cálculo de este parámetro está dado por la siguiente fórmula:
(8) QV=-10log log 10 (Pe)

Donde Pe hace referencia a la probabilidad de error (Ewing y Green, 1998).

El parámetro QV20+ lo utilizan los programas para el ensamblaje 
automatizado de genomas y secuencias consenso, el cual se puede visualizar 
de forma numérica, así como en forma de un diagrama de barras (Figura 54).

Figura 54
Gráfico de barras de calidad de las secuencias con base en el parámetro 
QV20+ 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Para hacer un seguimiento de las muestras que se deben re-secuenciar por 
su baja calidad, se recomienda exportar este informe y guardarlo en formato 
PDF. Para esto, seleccione la opción Export Reports, ubicada en el panel 
Report tasks, en la parte izquierda de la aplicación (Figura 55).
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Figura 55
Diálogo de exportación de informes 
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Figura 55
Diálogo de exportación de informes 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

También existe la opción de exportar estos valores de calidad para que 
puedan ser usados en hojas de cálculo, esto se puede llevar a cabo cuando 
se escoge un formato de archivo tipo CSV o XML.

Una vez evaluadas y seleccionadas las secuencias óptimas para el análisis, 
se procede a utilizar programas para obtener las secuencias consenso y 
realizar alineamiento.

Ensamblaje manual y edición de secuencias 

En muchos casos, una vez evaluada la calidad de las secuencias, es 
necesario realizar ediciones manuales de ellas. Para esto los cromatogramas 
deben ser inspeccionados para confirmar si los picos corresponden con la 
secuencia de nucleótidos, además la comparación de la secuencia forward 
y reverse permitirá construir una secuencia consenso. También, las regiones 
iniciales y terminales, con baja calidad, podrán ser recortadas. 

Fuente: Elaboración propia de los autores.
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Para llevar a cabo estos procedimientos existen varios programas, algunos 
de ellos son licenciados y se debe pagar un valor por su uso, otros se pueden 
encontrar en la web y su uso es libre. Dentro de los más fáciles de usar, de 
uso libre, multiplataforma y con amplias funcionalidades, se encuentra el 
Bioedit (Hall, 1999), el cual tomamos como programa de referencia. Bioedit 
permite alinear y editar secuencias de ADN e incluye la visualización de 
cromatogramas y secuencias de nucleótidos en ventanas simultáneas, lo que 
facilita hacer una comparación de las secuencias al momento de editarlas. 
Adicionalmente, se integra con otros programas como CLUSTAL 2 (Larkin et al., 
2007) y Phylip (Felsenstein, 2005) para desarrollar el análisis de alineamiento 
y reconstrucción filogenética. 

Este programa posee varios menús dentro de los cuales encontramos:

•	 El menú File: Para abrir y guardar los datos en diferentes formatos (Fasta, 
Genbank, ABI), así como exportar y ver las secuencias en formato gráfico.

•	 El menú Edit: Para manipular (reversar, complementar) y buscar los 
patrones de caracteres dentro de una secuencia.

•	 El menú Sequence: Para manipular la secuencia y seleccionarla, extraer 
posiciones, editar la información relativa a ella, alinear pares, bloquear 
contra ediciones, ver sitios conservados, ubicar los cebadores8 al interior 
de la secuencia, etc.

•	 El menú Alignment: Contiene las opciones para crear alineamientos 
de pares, buscar posibles sitios afines para el alineamiento, mostrar de 
forma resumida las frecuencias y cambios nucleotídicos a lo largo de las 
secuencias, hallar regiones conservadas y definir la matriz de similitud. 

•	 El menú View: Permite ver y/o ocultar columnas dentro de las secuencias, 
bloques conservados, cambiar el formato (color, blanco y negro, 
resaltadas, etc.), dividir la ventana de las secuencias y crear métodos de 
acceso por el teclado a las opciones de los menús. 

8 Secuencia corta de ADN con longitud entre 18-22 pares de bases, que se usa como punto 
de inicio para la síntesis de ADN de un fragmento de interés.
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•	 El menú Accesory Application: Contiene las opciones para ejecutar las 
aplicaciones por programas integrados a BIOEDIT, entre las cuales se 
encuentra el alineamiento óptimo por CLUSTALW. Las opciones que se 
pueden hallar en este menú son: alineamiento múltiple, herramienta de 
alineamiento básico local (BLAST), y algunos programas integrados del 
paquete Phylip que, aunque no son para ensamblar secuencias, sirven 
para análisis subsecuentes como: la obtención de matrices de distancias, 
generación de dendrogramas por el método Neighbor Joining, y análisis 
de parsimonia y máxima verosimilitud.

•	 El menú RNA: Posibilita llevar a cabo análisis para secuencias de ARN; se 
puede hallar la covariación y sitios potenciales de apareamiento de la 
molécula.

•	 El menú World Wide Web: Incluye páginas de recursos web, algunas de 
las cuales permiten generar mapas de restricción, diseño de cebadores, y 
acceso a herramientas en el NCBI, como BLAST y Pubmed.

•	 El menú Options: Posibilita configurar las preferencias del usuario y el 
programa.

•	 El menú Window: Permite organizar las ventanas de varios documentos 
con fines de análisis y comparación.

•	 El menú Help: Ofrece la ayuda básica del uso de comandos y opciones, 
así como una descripción de la versión, citación y derechos de autor del 
programa.

En esta guía ilustraremos el uso de los menús File, Sequence, Edit y 
Alignment. Al abrir el programa, se despliega la interfaz en cuya barra de 
herramientas aparecen los diferentes menús (Figura 56).



Capítulo 6. Edición de secuencias de ADN: un paso a paso para su análisis
136

Principios teórico-prácticos de análisis de biología molecular: 
desde el aislamiento del ADN al análisis de secuencias

Figura 56
Ventana principal del programa Bioedit 
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Figura 56
Ventana principal del programa Bioedit 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Para abrir el archivo o la secuencia que se va a editar, se señala en el 
menú File la opción Open (Figura 57). Aparecerá una ventana de diálogo que 
permite elegir el archivo, en formato ABI, también se pueden seleccionar 
varios archivos mediante el uso de la tecla control (CTRL) y el botón del 
mouse. Escoja el botón Abrir.

Figura 57
Visualización para abrir y cargar cromatogramas para análisis 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Fuente: Elaboración propia de los autores.
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Visualización para abrir y cargar cromatogramas para análisis 

Fuente: Elaboración propia de los autores.
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A continuación, se visualizan en la interfaz del programa dos ventanas: una 
corresponde a la secuencia en formato FASTA y otra, al cromatograma (Figura 58).

Figura 58
Visualización de cromatogramas y secuencias

Nota. a. ventana de visualización de secuencia en texto; b. ventana de visualización de 
cromatograma. Fuente: Elaboración propia de los autores.

Se debe realizar la edición en la ventana de texto, diríjase a esta ventana, y 
en la sección Mode, seleccione la opción Edit y a continuación, seleccione la 
opción Overwrite (Figura 59).

Figura 59
Ventana de modo de edición de secuencias 

Fuente: Elaboración propia.
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La otra alternativa es un poco más sencilla y permite trabajar directamente 
sobre el cromatograma. En primer lugar, se va al menú View y se selecciona la 
opción Editable sequence. Con el cursor puede visualizar y ubicar la posición 
que se desee editar (Figura 60). La escala de la ventana de visualización del 
cromatograma se puede modificar mediante las ventanas ubicadas en el 
margen izquierdo (escala horizontal y escala vertical) (Figura 60).

Figura 60
Procedimiento para activar la edición de cromatogramas y ubicación de las 
escalas 

Fuente: Elaboración propia de los autores.
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Desplácese a lo largo del cromatograma, revise la información de cada 
lectura y el nucleótido asignado, en caso de que estas no coincidan, realice los 
cambios en la secuencia. Al finalizar la edición del cromatograma, este puede 
guardarse en formato ABI al desplegar el menú File, en donde se selecciona 
la opción Export as FASTA. A continuación, se despliega una ventana donde 
deberá elegir el nombre del archivo y la extensión (.fas). Es recomendable 
conservar el código asignado a la muestra y usar un literal que indique que se 
trata de la versión editada de la secuencia (Figura 61).

Figura 61
Exportación de edición de cromatograma en formato FASTA 
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Figura 61
Exportación de edición de cromatograma en formato FASTA 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

La edición de secuencias se debe hacer acorde con el número de primers 
secuenciados. Para estudios de filogenia y evolución es deseable que la 
región de interés sea secuenciada en ambos sentidos. Por lo tanto, se tienen 
dos secuencias para un mismo ejemplar (una en sentido 5’-3’ forward y otra en 
sentido 3’-5’ reverse), se debe proceder, entonces, a construir una secuencia 
consenso entre ambas.

Para realizar este procedimiento, debemos cargar los dos archivos Fasta 
que acabamos de exportar mediante la selección del menú File y la opción 

Fuente: Elaboración propia de los autores.
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open. Luego, proceda a crear un archivo nuevo de alineamiento haciendo clic 
en la opción New sequence (Figura 62).

Figura 62
Creación de una secuencia consenso 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Después de este proceso, en la interfaz se visualizarán tres ventanas: 
secuencia consenso, secuencia de primer forward y secuencia de primer 
reverse (Figura 63).

Figura 63
Ensamblaje de secuencia consenso

Nota. a. ventana para secuencia consenso; b. ventana de secuencia consenso forward; 
c. ventana de secuencia consenso reverse. 
Fuente: Elaboración propia de los autores.



Capítulo 6. Edición de secuencias de ADN: un paso a paso para su análisis 141

Principios teórico-prácticos de análisis de biología molecular: 
desde el aislamiento del ADN al análisis de secuencias

Se debe reversar y complementar la secuencia que corresponde al primer 
reverse. Para esto, seleccione la etiqueta de dicha secuencia, haga clic en 
la opción del menú Sequence, seguidamente, en el submenú Nucleic Acid, 
seleccione la opción Reverse/Complement (Figura 64). 

Figura 64
Transformación (Reverse/Complement) de una secuencia de ADN 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Después de este último paso, las secuencias forward y reverse quedan en 
el mismo sentido, aquí se debe proceder a construir una secuencia consenso. 
Para esto, haga clic en la opción New Sequence del menú Sequence, a 
continuación, se abre otra ventana en la cual debe nombrar la nueva secuencia 
e indicar a qué tipo de secuencia corresponde, para finalizar, haga clic en el 
botón Apply and Close (Figura 65). Pegue las secuencias forward y reverse en 
la ventana de la secuencia consenso.
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Figura 65
Creación de una nueva secuencia 
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Figura 65
Creación de una nueva secuencia 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Este procedimiento se realiza para cada una de las secuencias que se van a 
analizar, una vez tenga el conjunto de secuencias consenso puede proceder 
a construir un alineamiento múltiple, para lo cual se selecciona en el menú 
File, la opción New alignment (Figura 65). Seguidamente, se despliega una 
ventana en blanco (no titulada), sobre la cual se construirá la matriz de datos 
(alineamiento de secuencias) (Figura 66). 

Figura 66
Despliegue del menú File para abrir nuevo alineamiento 

Fuente: Elaboración propia de los autores.
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Figura 65
Creación de una nueva secuencia 

Fuente: Elaboración propia de los autores.
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Para escoger las secuencias consenso que irán en la nueva ventana, en el 
menú File se hace clic en la opción Open (Figura 67), luego, en la ventana de 
diálogo que se despliega se puede seleccionar el archivo correspondiente a 
la secuencia (formato Fasta). Se escoge la secuencia que se va a analizar y se 
da clic en la opción Open, una vez haya elegido esta opción, en la interfaz se 
visualizarán dos ventanas simultáneas: una corresponde al nuevo alineamiento 
y la otra, a la secuencia seleccionada.

Figura 67
Vista de ventanas simultáneas para construcción de archivo de alineamiento 

Fuente: Elaboración propia de los autores.
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A continuación, se hace clic sobre la etiqueta de la secuencia editada y se 
despliega el menú Edit, se selecciona la opción Copy, se dispone el cursor 
sobre la ventana en blanco (no titulada), se selecciona de nuevo el menú 
Edit y se señala la opción Paste. Se realiza este mismo procedimiento para 
el número de secuencias que se quieran incluir en el análisis. En la Figura 68 
se puede observar la matriz para 13 secuencias. En la ventana ubicada a la 
izquierda de la pantalla, se observan las etiquetas (nombre) de la secuencia 
y en la ventana derecha, la secuencia de nucleótidos para cada ejemplar 
(Figura 68).

Figura 68
Archivo con matriz de datos para alineamiento 

Fuente: Elaboración propia de los autores.

Una vez terminado este proceso, se tendrá la matriz completa para 
proceder a realizar los análisis que el investigador requiera.
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Anexo

Tabla de programas de edición y de análisis de secuencias

Programa Uso Disponibi-
lidad Enlace

LaserGene-
DNA STAR

Edición de secuencias Licencia
http://www.dnastar.com/t-all-

products.aspx

Geneious

Edición de secuencias, 
alineamiento, 

mapeo, anotación de 
secuencias

Licencia http://www.geneious.com/

Sequence 
Scanner

Evaluación de calidad 
de secuencias de ADN

Libre 
acceso

https://www.thermofisher.com/
co/en/home/life-science/se-

quencing/sanger-sequencing/
sanger-dna-sequencing/san-
ger-sequencing-data-analysis.

html

Cap3
Edición de secuencias 

de ADN
Libre 

acceso
http://seq.cs.iastate.edu/cap3.

html

Staden
Edición de secuencias 

de ADN
Libre 

acceso
http://staden.sourceforge.net/

Bioedit
Edición de secuencias 

de ADN
Libre 

acceso
http://www.mbio.ncsu.edu/

BioEdit/bioedit.html

Ugene
Edición de secuencias 

de ADN
Libre 

acceso
http://ugene.net/
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