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Introducción al análisis de datos NGS

Temas a cubrir

1. Secuenciación por síntesis
2. Datos de secuenciación masiva
3. Flujos de trabajo NGS
4. Control de calidad de los datos
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Evolución de la técnica de secuenciación del ADN

11/15/13Introducción – Taller Genomica y Medicina – R. A. Verdugo - 2013 

3

2013 40&billion&DNA&
bases&/day

Polimerización de los nucleótidos

! El grupo 5 'de un nucleótidos 
trifosfato (dNTP) se acerca grupo 
hidroxilo 3’ de una cadena de 
nucleótidos. Cadena de ADN

dNTP
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Polimerización de los nucleótidos

! El grupo hidroxilo 3’ forma un 
enlace con el átomo de fósforo 
más próxima al átomo de oxígeno 
5’ del nucleótido libre (dNTP). 

! El enlace entre el primer átomo de 
fósforo y el átomo de oxígeno que 
une a los próximos grupos fosfato 
se rompe.

! Se libera un protón (H+) y un 
grupo OH-)

Polimerización de los nucleótidos

! Un nuevo enlace 
fosfodiester une los dos 
nucleótidos

! Se libera un grupo 
pirofosfato

! Se libera un protón (H+)
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Polimerización de los nucleótidos

! El grupo pirofosfato se hidroliza 
(se agregar agua)

! Se libera energía que se usa para 
la siguiente reacción

Más detealles en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22513/
https://www.chem.wisc.edu/deptfiles/genchem/netorial/modules/biomolecules/modules/dna1/dna13.htm

Secuenciación de última generación

Secuenciación paralela

Next Generation Sequencing (NGS)

I.#Secuenciación masiva

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22513/
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Ion Torrent – Semi conductor seq

• Cada incorporación de un dNTP libera in ion H+

• Detección por una placa detectora de iones
• Secuenciación por síntesis
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Pacific BioSciences

•Single Molecule, Real-Time (SMRT) Sequencing
•Average > 10,000 bp, some reads > 60,000 bp
•Single molecule sequencing suffers from poor signal/noise
•The Zero Mode Wave (ZMW) guide acts like a filter to restrict the 
fluorescence measurement to the well bottom

Pacific BioSciences

Real time sequencing thanks to 
engineered DNA polymerase and 
cleavable fluorophore. 

! 80,000 to 300,000 wells.
! 10,000 nt read length
! Strobe sequencing possible
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Oxford Nanopore

! Modifed !Hemolysine with 
inserted Cyclodextrine

! Embedded in a lipid bilayer
! Flow of Nucleotide through the 

pore modifies the conductance
! Need to attach the Exonuclease

to the pore

4/9/19Secuenciación en cáncer – R. A. Verdugo - 2015
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MinION Oxford Nanopore Sequencer

4/9/19Secuenciación en cáncer – R. A. Verdugo - 2015

4/9/19Secuenciación en cáncer – R. A. Verdugo - 2015
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Illumina Technology

! Library Preparation

! Clonal amplification

! Sequencing by 
synthesis

4/9/19Secuenciación en cáncer – R. A. Verdugo - 2015
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4/9/19Secuenciación en cáncer – R. A. Verdugo - 2015

4/9/19Secuenciación en cáncer – R. A. Verdugo - 2015 Más detalles en http://bioinformaticsalgorithms.com/faqs/assembly.html
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4/9/19Secuenciación en cáncer – R. A. Verdugo - 2015

http://bioinformaticsalgorithms.com/faqs/assembly.html
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4/9/19Secuenciación en cáncer – R. A. Verdugo - 2015

4/9/19Secuenciación en cáncer – R. A. Verdugo - 2015
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4/9/19Secuenciación en cáncer – R. A. Verdugo - 2015

Capacidad de secuenciación de equipos 
Illumina disponibles en el mercado
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Número de muestras que pueden ser estudiadas en 
una corrida

II.
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NGS data files

Raw Processed

bcl2fastq

File Sizes
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Raw sequencing data: Fastq format

Fastq Read ID Variations
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PHRED-like quality
Phred='10log10(error)

III. Standard NGS Analysis Pipeline

BLC bcl2fastq fastq QC reportes trimming fastq

Alineam
iento

bam/
sam

QC

Quantificación
RNA-seq

Llamad
o de8

variante
s

VCF
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IV. Control de Calidad en NGS

1. Calidad de la muestra de ADN o ARN
! Revisar degradación
! Espectrofotometría (Nanodrop)
! Fluorimetría (Pico- y Ribo-Green)
! Electroforesis en gel o capilar (Bioanalyser, TapeStation, Fragment Analyzer). RNA 

Integrity Number (RIN) de Agilent para RNA (RIN>7)

4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo

37

Control de Calidad en NGS

1. Calidad de las secuencias
! Sequence Analysis Viewer (SAV) en Basespace
! FastQC1

! MultiQC
! FQC Dashboard (Bioinformatics:33(19):3137)

4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo
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1https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/Help/3%20Analysis%20Modules/

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/Help/3%20Analysis%20Modules/
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Sequence Analysis Viewer (SAV) 

4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo
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Sequence Analysis Viewer (SAV) 

4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo
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4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo 41

La calidad es dependiente de la tecnología, 
configuración, concentración de librería, 
calidad de librería

4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo
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Calidad Q30 en MiSeq

4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo
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Calidad Q30 en NextSeq

4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo
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Valores históricos de calidad obtenidos en ChileGenomico

4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo
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4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo 46
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4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo 47

4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo 48
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Densidad de Clusters

4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo
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4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo 50
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4/9/19Tecnologías NGS - R. A. Verdugo 51

KMERs

Supuesto: Una secuencia corta no debería repetirse en una
posición determinada entre lecturas


