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El desarrollo nuevas tecnologías de secuenciación ha revolucionado el análisis de genomas. Los 

grandes proyectos de secuenciación se han ido sustituyendo por aproximaciones más modestas, 
tanto en personal como en costes. Actualmente es posible secuenciar, ensamblar y analizar un 
genoma vegetal de tamaño medio con una cantidad limitada de recursos, si bien todavía estamos 
lejos de poder ensamblar cualquier genoma. Genomas de gran tamaño, con un gran contenido 
en repeticiones, poliploides, o genomas con una elevada heterocigosidad pueden ser un proble-
ma de difícil solución. !
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La secuenciación de genomas nace en 1976 con el genoma 

del Bacteriófago MS2 1. No más grande que muchos tránscritos 
eucariotas (3,568 nucleótidos), fue secuenciado mediante 
nucleótidos marcados con 32P, digeridos con la ribonucleasa T1 
y separados en un gel de poliacrilamida, en una época donde 
todavía no se había desarrollado la reacción en cadena de la 
polimerasa 2 y donde los ordenadores portátiles pesaban 25 
kilos y tenían 64 Kb de memoria RAM (como el modelo IBM 
5100).  

El desarrollo de los secuenciadores automáticos de ADN 
mediante el método de Sanger por parte de Applied Biosys-
tems en 1987 supuso un salto cuantitativo. El primer genoma 
bacteriano, Haemophilus in�uenzae con un tamaño de 1.83 
Mb, fue secuenciado en 1995 por Craig Venter mediante la 
metodología de Whole Genome Shotgun (WGS) usando 14 
secuenciadores AB373 durante 3 meses. Las lecturas se en-
samblaron con TIGR ASSEMBLER 3, un programa desarrollado 
por The Institute for Genomic Research (TIGR) que se basaba en 
el solapamiento de secuencias alineadas mediante una versión 
modi�cada del algoritmo Smith-Waterman. Se tardó 30 horas 
en un equipo con un solo procesador y 512 Mb de memoria 
RAM 4. Le seguirían la secuenciación del primer genoma euca-
riota (con un tamaño de 12.1 Mb), Saccharomyces cerevisiae 5; 
el del primer animal multicelular (con un tamaño de 100 Mb), 
Caenorhabditis elegans 6; el de la primera planta (con un tama-
ño de 157 Mb), Arabidopsis thaliana 7; el borrador del genoma 
del ser humano (con un tamaño de 3.2 Gb) 8,9; el genoma del 
primer vertebrado tras el ser humano (con un tamaño de 390 
Mb), Fugu rubripes 10y el del primer mamífero tras el ser hu-
mano (con un tamaño de 2.5 Gb), Mus musculus 11. Para todos 
estos proyectos se utilizó la misma tecnología de secuencia-
ción, y generalmente eran el fruto del esfuerzo de muchos 

grupos de investigación durante varios años. Exceptuando en 
los proyectos donde se utilizó la metodología de BAC-by-BAC 
como en Arabidopsis, los programas utilizados para el ensam-
blaje de (Arachne 12, WGA assembler 13) no diferían mucho en 
su planteamiento del desarrollado por TIGR años atrás basado 
en el solapamiento de secuencias, si bien eran programas me-
jor estructurados (con diferentes fases durante el ensamblaje) 
y que aprovechaban ciertos recursos computacionales como el 
uso de grupo de servidores (server farm) para usar cientos de 
procesadores. Por ejemplo en el proyecto del genoma humano 
dirigido por Craig Venter se utilizó un sistema con 40 servidores 
(con 4 procesadores y 4 Gb de memoria RAM cada uno) traba-
jando en paralelo durante 5 días. 

El ritmo de secuenciación de genomas eucariotas durante 
los primeros años del nuevo milenio ha sido de aproximada-
mente dos o tres genomas por año en el mejor de los casos 
pero actualmente dicho ritmo se ha disparado. En el año 2012, 
solo en el área de plantas se han publicado más de una docena 
de genomas14-27. Este cambio se debe a dos factores: El 
desarrollo de las nuevas tecnologías de secuenciación (Next 
Generation Sequencing, NGS) que han permitido el abarata-
miento del coste de la secuenciación y el uso de nuevos pro-
gramas de ensamblaje más rápidos y e�cientes. En el año 2005 
se publicó la primera de las nuevas metodologías de secuen-
ciación basada en una reacción de pirólisis sobre una matriz 
sólida con millones de puntos, cada uno representado un se-
cuencia 28. 454 (que más tarde sería comprada por Roche) sacó 
al mercado un nuevo sistema de secuenciación capaz de pro-
ducir millones de lecturas por proceso. Al pirosecuenciamiento 
de 454 le han seguido la secuenciación basada en terminado-
res de química reversible de Illumina (2005) 29, la secuencia-
ción por ligamiento de SOLiD (2007) 30, la secuenciación por 
iones semiconductores de Ion Torrent Biosystems (2011) 31 y la 
secuenciación de una sola molécula en tiempo real de Paci�c 
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Biosciences (2012) 32 entre otros, 
aunque sin duda alguna, la más popular es Illumina. Actual-
mente puede producir 600 Gb de lecturas por proceso, 200 
veces el tamaño del genoma humano en tan solo 11 días ha-
ciendo posible la secuenciación de genomas de tamaño simila-
res en cortos periodos de tiempo. 
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 Antes de embarcarse en un proyecto de secuenciación de         
un genoma es crítico tener un diseño experimental adecuado. 
La aproximación puede ser totalmente distinta incluso entre 
individuos de la misma especie dependiendo de algunas dife-
rencias genéticas como el grado de heterocigosidad del indivi-
duo en cuestión. Cada uno de ellos tienen distintas característi-
cas que pueden hacer totalmente inadecuadas algunas meto-
dologías. Por otro lado el presupuesto y tiempo disponible 
pueden limitar el uso de algunas metodologías como el uso de 
cromosomas arti�ciales bacterianos (BAC), que si bien son más 
seguras y exactas, pueden disparar el coste de procesamiento y 
secuenciación varios órdenes de magnitud.  

1- Conoce a tu enemigo: Que secuenciar.  

 Unos de los primeros pasos para enfrentarse a un proyecto         
de secuenciación es el de conocer algunas características del 
genoma a secuenciar tales como: 

!" Tamaño de genoma. Existen algunas bases de datos      
que pueden dar una información orientativa del 
tamaño del genoma a través de estudios citogenéti-
cos. Un buen ejemplo de ello es la base de datos de 
Plant DNA C-values 33 donde pueden encontrarse 
medidas de tamaños para más de 1,200 genomas 
vegetales. 

!" Poliploidía. Al igual que en el caso anterior, estudios      
citogenéticos previos pueden facilitar este tipo de 
información. El ensamblaje de una especie poliploi-
de tiene el gran problema de que una gran parte de 
las regiones homoeólogas (provenientes de uno o 
varios progenitores, en el caso de auto- y alo-poli-
ploides respectivamente) van a colapsar en una 
misma secuencia consenso 23. Existen distintas op-
ciones para minimizar este problema como el uso de 
la información de pares para crear una fase para las 
regiones homoeólogas aunque por el momento la 
aproximación más usada es la de la secuenciación 
de uno de los progenitores diploides para su uso 
como referencia 27. 

!" Heterocigozidad. De forma parecida a la auto     -
poliploidía, una baja heterocigosidad de la muestra 
puede conducir al colapso de dos alelos, aunque en 
este caso es un efecto deseable. Por otro lado una 
elevada heterocigosidad puede traducirse en la 

creación de una secuencia consenso para cada alelo 
en las regiones con más variabilidad, lo que se tra-
duce en burbujas de ensamblaje y que a menudo 
suelen ser difícil de incluir en la reconstrucción del 
genoma. Lo que es más, la cobertura efectiva (cuan-
tas veces está representado el genoma en el set de 
secuencias) disminuye di�cultando el ensamblaje. 

!" Eventos de duplicación. Una gran mayoría de      
organismos eucariotas presentan algún evento de 
duplicación genómica (Whole Genome Duplication, 
WGD) en su historia. Este fenómeno es especial-
mente representativo en plantas donde los eventos 
de duplicaciones son relativamente comunes. Por 
ejemplo existen dos eventos de duplicación (data-
dos alrededor de 319 y 192 Ma respectivamente) 
comunes para todas las angioespermas 34. En el caso 
de Arabidopsis existen otros 3 eventos de duplica-
ción que han dado forma al genoma que se conoce 
hoy día (el primero producido tras la separación de 
monocotiledóneas y dicotiledóneas, y el segundo y 
tercero durante de la formación de las brasicáceas 
35,36) aunque no han in�uenciado de forma notable 
el ensamblaje de su genoma. Distinto es el caso de 
la soja (Glycine max) con dos eventos de duplicación, 
el más reciente con una antigüedad de 13 Ma y con 
un gran elevado contenido de repeticiones 37. 

!" Repeticiones. Genomas con un elevado contenido      
en repeticiones pueden ser difíciles de ensamblar. A 
�n de facilitar el proceso de ensamblaje, estos pro-
gramas �ltran las lecturas extremadamente repre-
sentadas pudiendo producir genomas muy frag-
mentados en caso de que las repeticiones se en-
cuentren uniformemente distribuidas a lo largo de 
todo el genoma. Es conveniente realizar estudios 
preliminares sobre el contenido en repeticiones 
usando una secuenciación de baja cobertura 38y/o 
análisis citogenéticos mediante FISH (Fluorescent In-
Situ Hybridization) 39. Si los resultados preliminares 
revelan un alto contenido en elementos repetitivos 
uniformemente distribuidos en la eucromatina 
puede que el uso de la metodología de WGS sin el 
apoyo de secuenciación de BACs sea inviable.  

!
 De esta manera es importante que en la medida de                     
lo posible se simpli�que el proyecto de secuenciación seleccio-
nando variedades con una baja heterocigosidad, dobles ha-
ploides si la especie es de forma natural un autopoliploide o 
secuenciando los progenitores diploides si la especie es un 
alopoliploide y generando estudios preliminares sobre el con-
tenido en repeticiones antes de comenzar a secuenciar. 

2- Estima la cantidad de datos necesaria: Cómo y cuánto se-
cuenciar. 
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 El siguiente paso es decidir que tecnología usar y cuanto         
secuenciar. Para secuenciaciones mediante WGS (Whole Ge-
nome Shotgun) es esencial, independientemente de la tecno-
logía utilizada, el uso de pares (Pair Ends y Mate Pairs)40,41. 
Estos sirven para relacionar las secuencias consenso (contigs) 
entre sí y crear así estructuras de mayor tamaño (sca�olds) con 
una estimación aproximada de la distancia entre contigs. Es 
importante el uso de combinaciones de librerías de pares con 
insertos de varios tamaños, por ejemplo una o dos librerías con 
insertos de tamaños entre 170 y 800 pb y dos o tres librerías 
con insertos entre 2 y 20 Kb. La longitud de las lecturas utiliza-
das dependerá de la tecnología de secuenciación seleccionada, 
pero es aconsejable secuenciar con la máxima longitud dispo-
nible siempre y cuando no tenga un efecto drástico en la cali-
dad de las secuencias (actualmente 500 pb para 454 y 150 pb 
para Illumina HiSeq y 250 pb para Illumina MiSeq). Finalmente 
queda decidir cuanto ha de secuenciarse, y de nuevo depende-
rá de la tecnología de secuenciación usada. Para 454 es reco-
mendable usar al menos 10X (es decir 10 veces el tamaño del 
genoma a secuenciar), si bien se obtienen buenos resultados a 
partir de 30X. Para Illumina la comunidad se ha puesto de 
acuerdo para recomendar coberturas en torno a 100X. De esta 
manera signi�ca que, por ejemplo, si se quisiera secuenciar 
una especie como el olivo (Olea europaea) con un tamaño 
estimado de 1.9 Gb se necesitarían al menos 57 Gb o 190 Gb de 
lecturas procesadas, producidas por 454 o Illumina respectiva-
mente (sin contar posibles problemas inherentes a esta especie 
como su elevada heterocigosidad). 

3- Se consciente de que no sólo es un problema de secuencias: 
¿qué recursos computacionales y genéticos son 
necesarios? 

 Otro factor a tener en cuenta son los recursos computacio        -
nales disponibles ya que los ensambladores utilizan una gran 
cantidad de memoria RAM. Por ejemplo, el genoma de Nicotia-
na benthamiana (con un tamaño estimado de 3 Gb, secuencia-
do con una cobertura de 63X, 229.2 Gb de lecturas 23) no pudo 
ensamblarse en un servidor de 512 Gb de memoria RAM, y 
tuvo que crearse un subset de datos con 2/3 del set original 
para ajustarse a los recursos disponibles a partir del cual se 
creó el ensamblaje base. Los gaps fueron completados con el 
set completo de datos en una operación que necesitó menos 
recursos computaciones. Respecto al software utilizado para el 
ensamblaje, dependerá en gran medida de la tecnología de 
secuenciación y la metodología utilizada, pero los más popula-
res son AllPath_LG 42 y SOAPdenovo 43. Una vez el genoma está 
ensamblado es conveniente mapear las lecturas y llamar SNPs 
para valorar la heterocigosidad del genoma, o en caso de poli-
ploides, estimar el porcentaje de colapso entre regiones homo-
eólogas. 

 Una vez se ha conseguido un ensamblaje, el siguiente paso         
es asignar los contigs y sca�olds producidos a diferentes cromo-
somas usando mapas genéticos y marcadores moleculares. A 
este proceso se le denomina anclaje de secuencias en pseudo-

moléculas. Para este proceso es 
importante tener mapas genéticos de alta densidad con un 
gran número de marcadores. El número necesario de marcado-
res para anclar un ensamblaje dependerá de la calidad de este. 
Por ejemplo, el ensamblaje de N. benthamiana posee un valor 
de N90=30,261 (es decir que el 90% del ensamblaje está re-
presentado por 30,261 secuencias) de manera que el anclaje 
del 90% del ensamblaje requeriría al menos de 60,522 marca-
dores (dos marcadores por secuencia para poder orientarlas). Si 
bien el uso de NGS puede generar cientos de miles de marca-
dores, su uso para la creación de un mapa dependerá del ta-
maño de la población utilizada y del numero de eventos de 
recombinación producidos al generar la población de mapeo.  
El uso de Genotyping-By-Sequencing (GBS) 44 y microarrays de 
genotipado 45ha permitido impulsar la creación de mapas 
varios órdenes de magnitud hasta miles de marcadores. En el 
caso de N. benthamiana se necesitaría mejorar el ensamblaje al 
menos un orden de magnitud (N50 ~ 6,000) antes de abordar 
un anclaje con un mapa de alta densidad. Ensamblajes con 
sca�olds de mayor tamaño disminuyen el número de marcado-
res necesarios para anclar el ensamblaje. Por ejemplo para la 
versión 2.40 de S. lycopersicum donde el 95% del ensamblaje 
está contenido en 72 sca�olds de al menos 1.96 Mb se usaron 
dos mapas físicos y un mapa genético. En total se ancló un 97% 
del ensamblaje 16. 

4- Buscando el ensamblaje útil: cómo anotar un ensamblaje 

 Independientemente de que se haya o no anclado una         
gran parte del genoma, un paso determinante en un proyecto 
de secuenciación de un genoma es la anotación estructural del 
mismo. Existen dos anotaciones estructurales que comúnmen-
te se utilizan sobre cualquier ensamblaje: Repeticiones y ge-
nes:  

!" Para la anotación de repeticiones se analiza el      
número de ocurrencias de distintos fragmentos del 
genoma y se compara con bases de datos de repeti-
ciones como RepBase 46. La herramienta más utili-
zada es RepeatModeler como pipeline que integra 
RepeatScout 47.  

!" La anotación de genes es algo más compleja. Se      
combinan dos tipos de metodologías: Predicciones 
de-novo y creación de modelos de genes basados en 
alineamientos con tránscritos. En el primer caso un 
programa analiza la secuencia producida en el en-
samblaje en busca de marcos de lectura (ORF). Los 
programas más usados son Augustus 48, SNAP 49 o 
GeneMark 50. En el segundo caso se necesita una 
buena representación del transcriptoma lo que 
implica el uso de diferentes librerías de ESTs (Expres-
sed Sequence Tags) ensambladas en unigenes o 
diferentes sets de datos de RNAseq. Por ejemplo en 
la anotación del genoma de N. benthamiana se usó 
librerías de RNAseq de hoja, raíz, �ores y distintos 
estreses bióticos y abióticos a �n de capturar la  
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 máxima diversidad transcriptómica. Como           

programas se usan Exonerate para unigenes 51o 
Tophat para RNAseq 52. Otra alternativa es el uso de 
la secuencia de la proteína tal y como hace GeneWi-
se 53. Todos estos programas suelen usarse en una 
pipeline de análisis que integra los resultados de las 
predicciones de novo y de las predicciones basadas 
en alineamientos con tránscritos. La más popular es 
Maker 54. Al igual que los ensamblajes, que requie-
ren de un buen poder computacional, la anotación 
de genomas requiere del uso de sistemas multinú-
cleo o granjas de computadores con sistemas MPI o 
Sun Grid Engine a �n de realizar la anotación en una 
cantidad razonable de tiempo. Por ejemplo, la ano-
tación del genoma de N. benthamiana se realizó en 
un servidor con 64 núcleos y 512 Gb de memoria 
RAM (aunque en este caso no llegó a usarse más de 
32 Gb) durante aproximadamente 20 días.  

 Una vez se ha generado una anotación estructural es con        -
veniente visualizar los resultados usando un navegador genó-
mico (Genome Browser). Si bien los más populares son UCSC 
Genome Browser 55y Gbrowse 56, son navegadores difíciles de 
instalar generalmente orientados a ser usados por una base de 
datos. Es más adecuado el uso de programas orientados a una 
instalación local. Un buen ejemplo es IGV (Integrative Genome 
Viewer) que permite además cargar otro tipo de datos (como 
mapas de secuencias) sobre la anotación estructural 57. 

 La anotación estructural no asigna posibles funciones a         
cada uno de los genes producidos durante el proceso de anota-
ción. Para ello es necesario efectuar una anotación funcional 
de los mismos comparando las secuencias de CDS o proteínas 
predecidas con las bases de datos existentes. Generalmente se 
utilizan dos aproximaciones complementarias: La primera, la 
búsqueda de genes homólogos a través de alineamientos de 
estas secuencias con las secuencias de distintas bases de datos 
usando el algoritmo de Smith-Waterman. La herramienta más 
utilizada es Blast 58y las bases de datos más comunes son Gen-
Bank 59, SwissProt y TrEmbl 60. También se suelen comparar con 
los modelos de las especies más conocidas dentro del clase de 
estudio, por ejemplo, en plantas suele utilizarse arabidopsis 
(Arabidopsis thaliana) y arroz (Oryza sativa) como modelo para 
dicotiledóneas y monocotiledóneas respectivamente. La se-
gunda es la búsqueda de homología de los dominios funciona-
les de las proteínas predecidas. La herramienta usada para ello 
es InterProScan y la base de datos usada InterPro, compuesta  a 
su vez por diferentes bases de datos de dominios como Pfam o 
Panther 61. La anotación funcional de dominios lleva asociada 
la asignación de términos basados en categorías de vocabula-
rio controlado procedentes de las ontologías de genes (Gene 
Ontology, GO terms) 62. 
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 El proceso de ensamblaje y anotación puede resumirse en         
varios �cheros fasta con las secuencias producidas durante el 
ensamblaje y la anotación (contigs, sca�olds, pseudomolécu-
las, genes, ARNm, secuencias codi�cantes, proteínas y repeti-
ciones) y .g�3 con la información de mapeado (cómo se inte-
gran los contigs en los sca�olds o cómo se integran éstos en las 
pseudomoléculas, o cómo son las relaciones estructurales 
entre los distintos elementos de la anotación como genes y 
exones)63. Pero es justo en este momento cuando comienza el 
verdadero análisis, cuando se puede buscar sentido a los datos 
obtenidos generalmente a través de la comparación con otras 
especies secuenciadas anteriormente. Los análisis más comu-
nes son: 

!" Análisis de familias de genes. Los genes producidos      
se agrupan con genes de otras especies basados en 
porcentajes de homología entre proteínas. El pro-
grama más utilizado es Ortho-MCL 64. Este análisis 
también permite �ltrar aquellos genes provenientes 
de múltiples repeticiones de transposones ya que 
generalmente se agrupan en familias con una 
enorme cantidad de genes de la misma especie. 

!" Análisis de enriquecimiento de términos GO.      
También es común la agrupación de genes por cate-
gorías funcionales y su comparación con otras espe-
cies. Para ello se aplican tests estadísticos como el 
análisis de enriquecimiento 65a �n de discernir si 
existen categorías funcionales sobrerrepresentadas 
en la especie analizada. 

!" Análisis de sintenia con otras especies. Consiste en      
comparar el orden lineal de los genes entre especies 
distintas a �n de descubrir el grado de conservación 
de dicho orden. En especies más cercanas desde un 
punto de vista �logenético cabe esperar una mayor 
conservación en el orden de los genes. Existen varias 
herramientas diseñadas para el estudio de sintenia 
entre especies. Destacan SyMap 66por su uso sencillo 
y MCScanX 67por su capacidad de computar los valo-
res de Ks (ratio de sustituciones sinónimas) a �n de 
estimar la edad de divergencia entre bloques de 
sintenia. Este tipo de análisis pueden utilizarse para 
el estudio de WGD (Whole Genome Duplications) a 
través de los bloques sintenia internos del genoma 
en cuestión. 
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 El desarrollo de nuevas metodologías y aplicaciones en el         
campo de la secuenciación es un proceso continuo y rápido. 
Desde que se diseña un proyecto de secuenciación hasta que 
�nalmente llega la �nanciación ocurren cambios en tecnolo-
gías conocidas o aparecen nuevas aplicaciones que pueden 
modi�car parte del plan original. Son comunes la disminución 
en los precios de secuenciación o la generación de lecturas de 
mayor longitud por el mismo precio. Otros cambios interesan-
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tes son el desarrollo de nuevos protocolos y reactivos para crear 
librerías de pares con insertos de mayor tamaño como Nextera® 
68 o NxSeq® 40 Kb librerías 69. También está por ver si el desarro-
llo de métodos como el de Moleculo® para secuenciar fragmen-
tos únicos de 10 Kb 70 o el uso de la tecnología de fragmentos 
largos (Long Fragment Read, LFR)71solventará parte de los 
problemas derivados de genomas poliploides o de una elevada 
heterocigosidad. Desde un punto de vista computacional existe 
un continuo avance en el desarrollo de nuevos procesadores y 
el abaratamiento de la memoria RAM que hace más accesible 
la compra de grandes equipos por parte de pequeños grupos 
de investigación. A largo plazo existe la posibilidad de que 
cambie de forma radical los sistemas de computación por 
ejemplo mediante el desarrollo de una nueva generación de 
transistores de grafeno de alto rendimiento 72,73con frecuencias 
mucho mayores que los tradicionales transistores de silicio. 

!
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 La secuenciación de genomas, lejos de convertirse en un         
proceso rutinario, es un proceso accesible a cualquier grupo de 
investigación siempre y cuando posea los medios adecuados y 
el genoma no sea excepcionalmente grande o polimór�co. El 
número de genomas eucariotas de tamaño medio se ha multi-
plicado exponencialmente en los últimos años no solo abrien-
do la puerta a interesantes estudios evolutivos, sino también 
generando una importante fuente de recursos para el estudio 
de enfermedades, la generación de herramientas para la mejo-
ra de animales y plantas o la caracterización de la biodiversi-
dad poblacional de cientos de individuos de la misma especie. 
El desarrollo de las tecnologías de la secuenciación y de análisis 
de la información están acelerando la generación de conoci-
miento a límites impensables a principios de siglo. Queda por 
ver que depara el futuro de la genómica y la bioinformática y 
cual será el papel que juegue en la ciencia, y a más largo plazo 
en la historia del ser humano.!!
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