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Desde que en 1995 se determind la secuencia del genoma del primer
organismo autosuficiente, la bacteria Haemophilus influenzae, estamos
asistiendo a una explosion en el niimero de genomas secuenciados. A fi-
nales del 2003 este niimero era de 150 y probablemente se doblara du-
rante este afio. También en 2003 se hizo publica la Secuencia de Referen-
cia del genoma humano, un genoma de particular importancia para las
ciencias biomédicas, y cuyo proyecto internacional de secuenciacion ha
sido el principal motor para el desarrollo de las tecnologias necesarias
para este crecimiento. La posibilidad de analizar y comparar entre si toda
la informacion genética de diversos organismos esta produciendo una rd-
pida transformacion de las ciencias biomédicas. En este articulo descri-
biremos los métodos de secuenciacion de genomas complejos que han he-
cho posible esta revolucion y que suponen la base del conjunto de técnicas
y conocimientos que conocemos como genomica.

Introduccion

Podemos definir la genémica como la subdisciplina de la genética in-
teresada en la descripcion y andlisis molecular de genomas completos.
Habitualmente la genémica se suele subdividir en dos grandes dreas: La
genomica estructural, que se ocupa de la caracterizacién de la naturale-
za fisica de los genomas, y la gendmica funcional, cuyo objetivo iltimo es
ubicar todos los elementos integrantes de un genoma dentro de una es-
tructura funcional, tanto en el sentido maés tradicional de determinar la
funcién de cada una de los elementos componentes de un genoma (las
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proteinas codificadas, los elementos reguladores, estructurales, etc) como
en el sentido més general de determinar el papel que cada uno de estos
elementos desemperfia en el funcionamiento global del organismo. La ma-
yor parte de los proyectos de genémica se encuentran atn en la fase es-
tructural, pero en el caso de algunos organismos modelo como la mosca
del vinagre (D. melanogaster) o el nematodo (C. elegans), la fase funcio-
nal ya ha comenzado.

En este articulo describiremos las técnicas de lo que hemos denomi-
nado gendémica estructural, esto es, el conjunto de métodos y herra-
mientas disenadas para la determinacion de la secuencia de genomas,
y nos centraremos fundamentalmente en las empleadas para la se-
cuenciacién de genomas complejos, como los de los organismos eucario-
ticos.

Material genético

Cada organismo, sea este un virus, una bacteria, un animal o una
planta, posee un genoma que contiene la informacién biolégica necesa-
ria para construir y mantener cada una de las instancias de ese orga-
nismo. La mayor parte de los genomas presentes en la naturaleza estén
constituidos por acido desoxirribonucleico (DNA) aunque ciertos virus
poseen acido ribonucleico (RNA) como material genético. Tanto el DNA
como el RNA son moléculas poliméricas construidas por cadenas de su-
bunidades denominadas nucleétidos, desoxirribonucleétidos en el caso
del DNA (de ahi la D), y ribonucleétidos en el caso del RNA. E1 DNA
estd compuesto por una mezcla de cuatro de estos nucleétidos: la ade-
nina, que se representa con una A, la guanina (Q), la citosina (C) y la
timidina (T). Una molécula de DNA esta formada por dos cadenas de
estos nucleétidos polimerizados, que se denominan bases, formado una
estructura que se describe a menudo como una doble hélice. Las dos ca-
denas o hebras del DNA estdn estabilizadas entre si por puentes de
hidrégeno, que ocurren entre las bases de las dos cadenas. Decimos que
las bases estdn apareadas unas con otras. Este apareamiento tiene lu-
gar de una forma muy precisa: la A de una cadena se aparea con la T
de la otra cadena y la C con la G. La informacién biolégica presente en
el DNA se encuentra codificada en el orden preciso de esos nucleétidos
dentro de la molécula de DNA, lo que denominamos secuencia de nu-
cleétidos. El objetivo primario de la genémica estructural es precisa-
mente determinar la secuencia de nucleétidos especifica de cada geno-
ma.
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El Genoma

El humano es un buen ejemplo de genoma eucariético complejo. Con-
siste en dos partes diferenciadas, el genoma mitocondrial y el genoma
nuclear. La mitocondrias en las células animales y los cloroplastos en las
células de plantas son los unicos organulos subcelulares que poseen su
propio «genoma». El genoma mitocondrial humano es una pequefia molé-
cula de DNA circular de 16.569 nucleétidos. En una célula normal puede
haber unos 200 de estos organulos, cada uno con su propia copia de su ge-
noma. Sin embargo, la mayor cantidad de informacion genética del ser
humano se encuentra en el genoma nuclear compuesto por aproximada-
mente 3.200 millones de nucleétidos. El genoma nuclear, que es lo que
normalmente se denomina genoma humano, esta dividido en 24 molécu-
las lineales cada una de ellas contenidas en un cromosoma diferente. La
mas pequena de estas moléculas tiene unos 50 millones de nucleétidos
mientras que la mayor tiene aproximadamente 250 millones de nucleéti-
dos.

En un humano adulto, cada una de las aproximadamente 10'2 células
que lo componen contiene su propia copia del genoma, con la excepcion
de algunas células muy especializadas como los glébulos rojos que en su
estado final, completamente diferenciado, carecen de nicleo. La inmensa
mayoria de las células contienen dos copias de cada uno de los cromoso-
mas, solamente las células germinales (espermatozoides y 6vulos) pose-
en un solo juego de cromosomas.

La secuencia del genoma mitocondrial humano fue determinada en
1981 y sin embargo hasta el 2003 no ha sido posible hacer lo propio con
la secuencia del enormemente complejo genoma nuclear.

Secuenciacion del DNA

La técnica empleada en la actualidad para la secuenciacion de DNA es
una modificaciéon de la desarrollada en los afios 70 por Frederick Sanger y
colaboradores, conocida como el método de los terminadores de cadena.
Esta técnica (Figura 1) se basa en el empleo de una enzima, DNA polime-
rasa, cuya actividad principal es la de extender una cadena de DNA poli-
merizando nucleétidos en uno de sus extremos. Para su funcionamiento
esta enzima necesita esencialmente tres reactivos: un DNA que le sirve de
molde, otro DNA que le sirve de iniciador de la reaccién (en uno de cuyos
extremos adicionara los nucleétidos) y los 4 nucleétidos componentes del
DNA. La clave de esta técnica consiste en adicionar, junto a los reactivos
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FI1GURA 1. Secuenciacién del DNA mediante el método de Sanger o de los terminado-
res de cadena. El panel A muestra un esquema de la reaccién correspondiente a la de-
terminacion de la posicién en la secuencia del DNA de una base, en este caso la A. La in-
corporacién de ddA en lugar de A detiene el proceso de polimerizacién. Esta incorporacién
ocurre de forma aleatoria durante la polimerizaciéon de las moléculas de DNA de tal for-
ma que una fraccién de las moléculas elongadas se habrd detenido en cada posicién en
que A debiera incorporarse a la molécula. Las moléculas marcadas radioactivamente se
detectan después de haberlas separado por su tamafio mediante electroforésis en geles de
poliacrilamida. El tamafio de las moléculas detectadas nos indica en que posicién de la
secuencia se encuentra el nicleotido A. En el panel B se muestra un experimento com-
pleto de secuenciacién del DNA. Se realizan reacciones como las descritas anteriormente
para cada uno de los nucleétidos y la secuencia completa del DNA se deduce de la posi-
cién en que aparecen las moléculas marcadas radioactivamente.
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mencionados anteriormente, una pequeia cantidad de nucleétidos modifi-
cados que se incorporan en la cadena que se esta elongando haciendo im-
posible que la polimerizacién en esta molécula continue, es decir, que
actiian como terminadores de la cadena. Por ejemplo, si en una reaccién
afiadimos un porcentaje del nucleétido A modificado (Figura 1A), que de-
nominaremos ddA, en cada una de las posiciones en las que se debe incor-
porar una A, una fraccién de las moléculas que se estdn sintetizando in-
corporaran en su lugar ddA y la polimerizaciéon se detendra en este
nucleétido. En el resto de las moléculas, en las que se ha incorporado co-
rrectamente una A, la polimerizacién continuard hasta la siguiente A de
la secuencia, momento en que se repetira la situacién anterior, una frac-
cion de las moléculas incorporard ddA deteniéndose la reaccién de polime-
rizacion en estas moléculas, y el resto continuara con el proceso de poli-
merizaciéon. Esta situacién se repetird en cada posicion donde se deba
incorporar una A en la secuencia. La incorporacion de ddA en lugar de A
ocurre de forma aleatoria, por lo que una fraccién de las moléculas que se
estan sintetizando se detendran en cada posicion donde existe una A en la
secuencia. Al final de la reaccién obtendremos una mezcla de moléculas de
diferentes tamafios que han resultado de las paradas de la polimerizacién
en todas las posiciones donde existe una A en la molécula. Si separamos
estas moléculas segin su tamafio (empleando técnicas de electroforésis)
podemos deducir, por su tamaifo, en que posiciones se ha parado la poli-
merizacién de una parte de las moléculas y, por lo tanto, en que posiciones
existe una A en la secuencia de ese DNA. En el método original de Sanger,
la deteccién de las moléculas de DNA en la reaccién de secuenciacion se
realiza utilizando un DNA iniciador marcado radioactivamente.

Para obtener la secuencia completa de una molécula de DNA (Figura
1B) lo que hacemos es correr en paralelo reacciones como la descrita an-
teriormente para los cuatro componentes del DNA. En ellas se afiaden
los mismos reactivos y un nucleétido modificado diferente (ddA, ddG,
ddC o ddT), segin cual sea el tipo de bases que queremos determinar en
esa reaccién. Las moléculas de DNA sintetizadas en cada una de las re-
acciones se separan en paralelo mediante electroforésis y la secuencia de
la molécula de DNA se deduce observando en que reaccién se ha parado
la elongacion correspondiente a esa posicién.

Con esta técnica se pueden leer alrededor de 300 - 500 nucleétidos en
cada experimento. Para secuenciar una molécula de mayor tamaiio, ten-
dremos que utilizar iniciadores diferentes que comiencen la reaccién de
polimerizacién en posiciones separadas unos 300 nucleétidos entre si.

Modificaciones posteriores de esta técnica eliminaron la necesidad de
emplear iniciadores marcados, usando en su lugar uno de los nucléotidos
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marcados radioactivamente de tal forma que las moléculas se marcan a
medida que se van elongando.

Bajo la presion del Proyecto Genoma Humano por desarrollar nuevas
tecnologias que permitieran la determinacion de la secuencia del DNA con
una mayor rapidez, esta técnica sufrié una serie de modificaciones dando
lugar a un método mas sdlido y sobre todo, susceptible de un gran nivel de
automatizacion. Estas modificaciones afectaron fundamentalmente a:

(i) Mejoras en los reactivos bioquimicos necesarios para las reaccio-
nes de secuenciaciéon, como polimerasas termoestables, termina-
dores marcados con colorantes fluorescentes y mejoras posterio-
res de la estabilidad de estos colorantes. La aparicién, en 1986,
de terminadores marcados con colorantes fluorescentes permite
la realizacién de una reacciéon de secuenciacién en un solo tubo,
en lugar de los cuatro que eran necesarios en la técnica original
de Sanger. Esto es posible porque cada uno de los cuatro termi-
nadores de cadena esta marcado con un colorante diferente, per-
mitiéndonos diferenciar, por el tipo de fluorescencia, que termi-
nador se ha incorporado a cada molécula.

(i) Desarrollo de secuenciadores que permiten la lectura automatica
del resultado de la reaccion, al emplear terminadores fluorescentes.

(ii1) Desarrollo de secuenciadores basados en electroforésis capilar
para la separacion de las reacciones. Estos aparatos permiten el
procesamiento simultaneo de un nimero mucho mayor de reac-
ciones de secuencia que los anteriores, basados en electroforesis
en geles de poliacrilamida.

(iv) Desarrollo de sistemas robéticos para la automatizacién de la
mayor parte de las tareas a realizar, como el aislamiento de clo-
nes, crecimiento y purificacion del DNA, y la preparacién de las
reacciones de secuencia e incluso la colocacién de estas reaccio-
nes en los secuenciadores automaticos.

En conjunto, todas estas mejoras han conseguido una mayor precisiéon
en las lecturas y una automatizacién practicamente completa del proce-
so. Por otro lado la construccién de grandes centros dedicados casi exclu-
sivamente a la secuenciacién ha permitido una disminucién de los costes
debido a la centralizaciéon y al aumento de la escala. En conjunto toda
esta serie de mejoras han llevado a una reducciéon de mas de 100 veces
en el coste por base secuenciada en la ultima década.

Un ejemplo de los elevados niveles de automatizacion obtenidos en la
secuenciacion de DNA lo proporciona la empresa Celera Genomics. Du-
rante el periodo de secuenciaciéon del genoma de la mosca del vinagre y
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FiGURrA 2. Esquema del proceso de secuenciacién al azar. El fragmento de DNA de se-
cuencia desconocida se rompe de forma aleatoria en fragmentos mds pequefios que se pro-
cesan hasta obtener una cantidad de secuencia equivalente a varias veces la de la molé-
cula original. Las secuencias de los fragmentos se ensamblan, reconstruyéndose asi la
secuencia de la molécula original. Gracias a esta redundancia podemos corregir con faci-
lidad los errores que se hayan producido en las secuencias individuales.
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del genoma humano, esta empresa producia diariamente 175000 lectu-
ras, con un total de unos 95 millones de bases identificadas. Su nivel de
automatizacion permitia que el tiempo real dedicado por cada operario a
un secuenciador fuera de unos 15 minutos y el grado de integracién ob-
tenido entre los distintos departamentos (preparaciéon de clones, obten-
cion de DNA, preparacion de reacciones y determinacién de la secuencia)
permitié6 mantener este nivel de produccién durante varios afios sin un
solo dia de interrupcién.

Estrategias para la secuenciacion de genomas complejos

Aunque a lo largo de casi 30 afios las técnicas de secuenciacién de 4ci-
dos nucleicos han sufrido importantes modificaciones, la limitacién fun-
damental sigue siendo la cantidad de secuencia que es posible determi-
nar en una sola reaccion, lo que se denomina una lectura. Actualmente
es de unas 1000 bases de las que 800 como méximo son de alta calidad.
Para obtener la secuencia de una molécula de tamafio mayor que estos
800 nucledtidos es necesario ir empleando iniciadores separados entre si.
Por tanto solo podemos realizar una reacciéon de secuenciacién una vez
que hemos llevado a cabo la anterior, determinado la secuencia y elegido
el iniciador adecuado. Como vemos este proceso es extremadamente len-
to y dificilmente automatizable.

Otro problema importante es que estas secuencias poseen errores en
un porcentaje de aproximadamente el 0.1 %. Esto es, 1 de cada 1000 ba-
ses puede ser errénea. Para soslayar estas limitaciones se han desarro-
llado una serie de estrategias para la secuenciacién de grandes molécu-
las de DNA todas ellas basadas en la técnica de secuenciacién al azar
(shotgun sequencing), descrita por Sanger. En este método (Figura 2) el
DNA a secuenciar se rompe de forma aleatoria en fragmentos mas pe-
queinos que se procesan hasta obtener una cantidad de secuencia equiva-
lente a varias veces la de la molécula original, lo que denominamos redun-
dancia. Gracias a esta redundancia podemos (1) ensamblar las secuencias
de estos fragmentos para deducir la secuencia de la molécula original y (2)
corregir con facilidad los errores que se hayan producido en las secuencias
de los fragmentos ya que para cada posicién de la molécula original tene-
mos varias secuencias redundantes.

Si asumimos que la fragmentacién ha sido realmente aleatoria, la
fracciéon de genoma que permanece sin secuenciar en ambas cadenas se
puede calcular como

e—um/L

Py =
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donde n es el numero de los fragmentos secuenciados, ® es el tamafio me-
dio de estos fragmentos y L es el tamafio de la molécula original expre-
sado en miles de bases (kb). Una redundancia de 9 (nw/L = 9) producira
aproximadamente el 99,99 % (po = 0.01) de la secuencia original supo-
niendo una distribucién realmente aleatoria. Sin embargo en la realidad
existen muchos factores, que esta versién idealizada no contempla, que
hacen necesarias redundancias incluso mayores. Como se observa, el
mayor inconveniente de esta técnica es que para obtener la secuencia de
nucledtidos de una molécula de 5000 bases es necesario secuenciar un
numero total de 45000 bases.

Esta estrategia se puede aplicar en principio a cualquier molécula,
sin importar su tamarfio, siempre que no contenga secuencias repetidas y
que podamos fragmentarla al azar. Si esto es asi, el ensamblaje de las se-
cuencias de los fragmentos requiere programas informaticos relativa-
mente sencillos. Los problemas préacticos de esta técnica provienen de las
secuencias repetidas presentes en los genomas y de las desviaciones del
azar que se producen durante la preparacion de los fragmentos del geno-
ma. En el caso de las repeticiones, un ntimero pequeiio de ellas tampoco
plantea una gran dificultad. Por ejemplo se han ensamblado sin proble-
mas genomas bacterianos tipicos que contienen un 1.5 % de secuencias
repetidas, o la porcién eucromética del genoma de la mosca del vinagre,
que contiene un 3% de secuencia repetidas. Sin embargo, el genoma hu-
mano, por ejemplo, contiene mas de un 50% de secuencia repetidas que
incluyen grandes fragmentos, resultantes de duplicaciones, con una si-
militud de secuencia del 98 al 99.9 %. Otros genomas como los de las
plantas contienen una cantidad muy superior de secuencias repetidas.
Estas caracteristicas complican considerablemente el ensamblaje de la
secuencia completa de estos genomas ya que con una similitud del 99.9%,
y teniendo en cuenta los posibles errores de las lecturas, es practicamen-
te imposible para el programa empleado en el ensamblaje discriminar la
posicién correcta de una lectura que es 99.9% idéntica a dos secuencias
repetidas.

Se han empleado dos estrategias para la secuenciaciéon de genomas
con repeticiones: la secuenciacién al azar jerarquica (hierarchical shot-
gun sequencing) y la secuenciacion al azar de todo el genoma (whole-ge-
nome shotgun sequencing). Un tercera estrategia, una especie de hibrido
de las dos anteriores y que incorpora las mejores caracteristicas de am-
bas, es la que en la actualidad parecen preferir los grandes proyectos de
secuenciacién, como los del genoma de la rata y del ratén. En el caso de
los proyectos de secuenciacion de genomas extremadamente ricos en re-
peticiones, como el del maiz, los esfuerzos se han centrado en desarrollar

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas http://arbor.revistas.csic.es
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

293



294

Javier Maria Rodriguez Martinez

técnicas que permitan discriminar entre las regiones con DNA puramen-
te repetitivo y las regiones que contienen DNA no repetitivo, rico en ge-
nes, para obtener la secuencia inicamente de este dltimo

Secuenciacién al azar jerarquica

La caracteristica fundamental de esta estrategia es la obtenciéon, pre-
via a la secuenciacion, de un mapa del genoma mediante grandes frag-
mentos de DNA de unos 100 a 200 kb. En este mapa, cada posicién en el
genoma esta representada en varios fragmentos, es decir la colecciéon de
fragmentos posee una elevada redundancia. Antes de comenzar la se-
cuenciacion se eligen, entre los componentes del mapa, una serie de frag-
mentos que solapen entre si y que abarquen todo el genoma. Estos se se-
cuencian por el método secuenciacion al azar y las secuencias individuales
de los fragmentos se ensamblan siguiendo tanto el mapa fisico previa-
mente construido como las regiones de solapamiento detectadas, ge-
nerandose de esta forma la secuencia completa del genoma. Un esquema
de este método se puede ver en la figura 3. Esencialmente, la idea es
fragmentar un problema grande en pequefios problemas que podemos re-
solver facilmente, sumar las soluciones de estos pequefios problemas y ob-
tener la solucién a nuestro gran problema original. Conceptualmente, este
método se puede dividir en una serie de pasos:

1. Construccion del mapa fisico

La construcciéon del mapa fisico (Figura 3) comienza con el aislamien-
to del DNA genémico. Este DNA se rompe en fragmentos de unos 150 kb
mediante métodos fisicos o empleando enzimas que lo cortan. Para poder
aislar, amplificar y almacenar estos fragmentos de DNA es necesario in-
troducirlos en vectores adecuados, proceso que se denomina clonaje. Para
ello se han empleado dos sistemas fundamentales, los vectores desarro-
llados a partir de levaduras, YAC (siglas en ingles para cromosomas ar-
tificiales de levadura) y los vectores desarrollados a partir de bacterias,
BAC (siglas del ingles para cromosomas artificiales de bacterias) o PAC
(siglas del ingles para cromosomas artificiales derivados de P1) muy pa-
recidos a los BAC. Los YAC son capaces de aceptar fragmentos de hasta
1 Mb (un millén de bases) y se emplearon para realizar los mapas fisicos
de primera generacion de los genomas de ratén y humano. Sin embargo
por diversas razones técnicas y por la inestabilidad del DNA insertado en
estos vectores, los YAC no son buenos puntos de partida para los si-
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Ficura 3. Esquema del método de secuenciacién al azar jerdrquica. E1 DNA del ge-
noma se rompe en fragmentos de gran tamarfio que son ordenados segin su posicién en el
genoma. De entre estos clones se selecciona una coleccién que abarca todo el genoma. A
continuacion se obtiene la secuencia de estos fragmentos individuales empleando la téc-

nica de secuenciacién al azar. Finalmente la secuencia del genoma se reconstruye en-
samblando la secuencia de estos fragmentos.
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guientes pasos del proceso. En general los vectores basados en BAC son
los méas empleados para la generacion de mapas fisicos. En ellos es posi-
ble introducir un fragmento de DNA de unos 100-200 kb. Para la se-
cuenciacion del genoma humano, el Consorcio Internacional para la Se-
cuenciacion del Genoma Humano empleo 8 librerias de clones basados en
vectores BAC y PAC con un tamafio medio de unos 150 kb.

El siguiente paso es ordenar los clones de estas librerias segtun su
posicion en el genoma (Figura 4). Para ello se emplean diferentes téc-
nicas que, en general, implican la identificacién de ciertos marcadores
caracteristicos (pequefias secuencias tnicas (STS), sitios de corte de en-
zimas de restriccion etc...) en cada uno de los fragmentos clonados. Me-
diante la comparacion de la presencia de dichos marcadores en los di-
ferentes clones, estos son ordenados de forma inequivoca. En general se
escoge un numero de clones elevado para que la misma zona del geno-
ma este representada en varios de ellos, es decir tener una alta redun-
dancia de la secuencia del genoma en la libreria de BAC. En el caso del
Proyecto Genoma Humano, el mapa generado mediante los clones de
las librerias de BAC y PAC tenia una redundancia de 65 veces el geno-
ma.

2. Seleccion de los clones

Una vez obtenido un mapa del genoma mediante la ordenacién de los
clones de las librerias, se escoge el nimero minimo de clones en los que
este contenido todo el genoma, minimizando las zonas de solapamiento
ente ellos. En este momerilto es critico elegir clones que no hayan sufrido
anomalias durante el proceso de construccién de la libreria, como pueden
ser la pérdida de parte del fragmento de DNA clonado (deleciones) o la
presencia de dos fragmentos de diferentes zonas del genoma clonados en
el mismo vector (clones quiméricos), puesto que son los clones de los que
vamos a obtener la secuencia final. Para reducir estos problemas al mi-
nimo, los marcadores de los BAC candidatos se comparan con los de los
otros clones que abarcan la misma zona, eligiéndose aquellos en los que
los marcadores concuerdan.

3. Construccion de las librerias al azar de subclones

El siguiente paso es la secuenciacion de los clones de BAC elegidos
como representantes de cada una de las regiones de aproximadamente
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Construccion de una libreria de fragmentos
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Coleccioén de clones a secuenciar

FIGURA 4. Secuenciacién al azar jerarquica: Construccién del mapa de clones. En la
figura se muestran graficamente los pasos seguidos para la construcciéon de un mapa de

clones de un genoma
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FIGURA 5. Secuenciacién al azar jerdrquica: Secuenciacién de los clones del mapa. En
la figura se muestran graficamente los pasos seguidos para la secuenciacién y el ensam-
blaje de la secuencia de los clones del mapa fisico del genoma
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150 kb en que hemos dividido el genoma (Figura 5). Este proceso co-
mienza con la purificacién del DNA de cada uno de los clones selecciona-
dos y su posterior fragmentacion al azar, en general mediante métodos
fisicos como la sonicacién o el paso forzado por pequefios orificios a gran
presion. Los fragmentos resultantes se separan por tamarfios y los que se
encuentran en un rango adecuado, por ejemplo de 2 a 5 kb, son poste-
riormente clonados en vectores derivados del bacteriéfago M13 o de
plasmidos. La ventaja de estos ultimos vectores es que el fragmento de
doble cadena de DNA clonado puede ser secuenciado por sus dos extre-
mos (al coste de una unica preparaciéon de DNA) y que las dos lecturas
derivadas de cada uno de ellos (lo que se conoce como pareja de lecturas)
puede ser usada para facilitar y/o verificar el proceso de ensamblaje. Esto
es asi porque conocemos la distancia a la que deben encontrarse las dos
secuencias de cada pareja de lecturas en la secuencia final, que ademas
deberad coincidir con el tamano del fragmento clonado en el pldsmido de
donde se han obtenido. Por otro lado, los vectores derivados del bacterié-
fago M13 tienen la ventaja de que el DNA es mas facil de preparar y de
que el molde resultante, de cadena sencilla produce unas secuencias de
mayor calidad. Ambos tipos de vectores, plasmidos y bacteri6fagos, pro-
vocan cierta seleccion en las secuencias clonadas, siendo ma4s facil clonar
cierto tipo de secuencias en unos que en otros. Estas desviaciones del
azar deben ser minimizadas si quiere obtenerse una representacion re-
almente aleatoria de la secuencia original del BAC. Para evitarlo, en
ciertos centros, se generan simultaneamente ambos tipos de librerias
minimizandose este tipo de problemas pero incrementéndose la comple-
jidad del proceso de secuenciacion, al tener que preparar dos tipos de li-
brerias y de purificar dos tipos de clones.

4. Secuenciacion al azar

El grueso de la secuenciacion se realiza sobre las librerias de subclo-
nes anteriormente citadas. Para ello se seleccionan aleatériamente una
serie de subclones, se prepara su DNA, y se determina la secuencia del
extremo o de los extremos (dependiendo de si los subclones son plasmi-
dos 0 M13 respectivamente) del fragmento clonado. Este proceso de se-
cuenciacion de subclones al azar continta hasta generar una cantidad
suficiente de secuencia redundante (con relacion al inserto presente en el
BAC original). Es ese momento se ensamblan las secuencias de los sub-
clones mediante programas de ordenador gracias a los solapamientos de-
tectados. Normalmente el resultado del ensamblaje es una serie ordena-
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da de segmentos del fragmento original, que se denominan contigs, cada
uno formado por una coleccion de lecturas solapantes. A partir de las ba-
ses presentes en cada posicion en las lecturas solapantes es posible de-
ducir una secuencia, que se denomina secuencia consenso.

Para producir una secuencia con una precisién superior al 99.99%,
que es el estandar del Proyecto Genoma Humano, es necesario generar
lecturas que supongan mas de 10 veces la cantidad de secuencia que que-
remos obtener (o sea una redundancia de mas de 10). Por ejemplo en el
caso de un BAC de 150 Kpb son necesarias 3000 lecturas utiles (esto es
descartando aquellas que no produjeron datos véalidos, las derivadas de
contaminaciones como secuencias del BAC, del vector empleado en la ge-
neracion de los subclones y otras secuencia contaminantes) de unas 500
bases de calidad para obtener una redundancia de 10 veces. Cuando se
alcanza este nivel de redundancia finaliza la fase de secuenciacién al
azar.

5. Fase de secuenciacion dirigida

El ensamblaje de las lecturas con una redundancia de 10 genera una
serie de contigs que, en conjunto, reflejan practicamente la totalidad del
clon inicial. Los problemas que quedan son generalmente discontinuida-
des entre los contigs, dreas donde la calidad de la secuencia es demasia-
do baja para el estandar elegido, bases individuales que permanecen am-
biguas y zonas donde el ensamblaje de los contigs ha sido erréneo. En
general, estos problemas se resuelven mediante la secuenciacién adicio-
nal de subclones concretos asi como con la secuenciacion directa del DNA
del BAC mediante oligonucleétidos especificos. A menudo es necesario el
empleo de quimicas de secuenciacion diferentes a las empleadas en la se-
cuenciacion al azar, disefiadas para evitar cierto tipo de problemas deri-
vados de la composicién del DNA. En contraste con la automatizacion de
la fase de secuenciacion al azar, esta fase de acabado es un proceso lento
y complejo que requiere mucha mayor atencién por parte del investiga-
dor.

6. Verificacion de la secuencia
Una vez terminado el ensamblaje se analiza la secuencia generada

para determinar las presencia y el orden correcto de los marcadores co-
nocidos de ese clon (como STS, sitios de corte de enzimas de restriccion o
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genes previamente localizados en esa region). Este paso es crucial para
poder detectar errores cometidos en cualquiera de los procesos de la de-
terminacién de la secuencia del clon.

7. Ensamblaje de la secuencia del genoma

Finalmente, y siguiendo el orden determinado durante la elaboracion
del mapa fisico, las secuencias de los clones BAC se ensamblan para ge-
nerar la secuencia completa del genoma.

Este método de secuenciacion se ha empleado para la obtencién de la
secuencia completa de los genomas de la levadura S. cerevisae, el nema-
todo C. elegans y la planta A. thaliana. Sin embargo, su uso mas notable
ha sido en la obtencion de la secuencia completa del genoma humano re-
alizado por el Proyecto Genoma Humano, que el 14 de Abril de 2003, 50
afos después de que Watson y Crick determinaran la estructura del
DNA, dio por finalizada la secuencia. Esta proyecto de secuenciacion se
ha realizado mediante un riguroso proceso de secuenciacion jerarquica al
azar. La Secuencia de Referencia posée un nivel de precision elevado
(menos de un error por cada 10 000 bases) y comprende alrededor del 99
% de la secuencia total del genoma, correspondiendo los tnicos vacios
restantes a regiones de los centrémeros y telémeros que, con las técnicas
actuales, se consideran imposibles de clonar y secuenciar con fiabilidad.

Secuenciacion al azar de todo el genoma

La estrategia de secuenciacién al azar de todo el genoma es mas sen-
cilla conceptualmente. En esta estrategia (Figura 6) el genoma completo
se ensambla a partir de lecturas obtenidas al azar, eliminandose la ne-
cesidad de construir mediante clones de gran tamafio un mapa fisico.
Este procedimiento comienza con la purificacién y rotura al azar del
DNA del genoma que queremos secuenciar. Posteriormente se constru-
yen librerias de fragmentos de al menos tres tamarfios diferentes (por
ejemplo de 2, 10 y 50 kb). E1 DNA de clones elegidos aleatériamente de
estas librerias se purifica y se obtiene la secuencia de los extremos de los
fragmentos del genoma clonados. Este proceso de secuenciacién continua
hasta que se ha obtenido una elevada redundancia (mayor que en la es-
trategia de secuenciacion jerarquica). En este método es clave, para po-
der evitar los problemas derivados de posibles secuencias repetidas en el
genoma, obtener parejas de lecturas de los extremos de la mayor canti-
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FIGURA 6. Secuenciacién al azar de todo el genoma. En esta estrategia, el genoma
completo se ensambla a partir de lecturas al azar obtenidas de todo el genoma, eli-
minandose la necesidad de construir un mapa fisico a partir de clones de gran tamario.
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dad posible de fragmentos. Aqui, la distancia conocida entre las parejas
de lecturas es esencial para el proceso de ensamblaje de las secuencias,
ya que carecemos de cualquier otro tipo de informacién posicional. Una
vez obtenida la redundancia requerida, se ensamblan las lecturas me-
diante potentes programas de ordenador, capaces de manejar un ntme-
ro muy elevado de lecturas (mas de 27 millones en el caso del ensambla-
je del genoma humano).

Los proyectos de secuenciacion realizados con esta técnica han pues-
to de manifiesto que, para el posterior éxito del ensamblaje de las se-
cuencias, es esencial construir varias librerias de fragmentos de todo el
genoma con tamafos muy diferentes, que cumplen diferentes misiones
durante el proceso de ensamblaje por ordenador. Las librerias de pe-
quefio tamano (aproximadamente 2 kb) son sobre las que se realiza la
mayor parte de la secuenciacion. Las librerias de tamafio medio (aproxi-
madamente 10 kb) suministran parejas de lecturas que son esenciales
para la construccién de los contigs y para deducir la orientacién y el or-
den de unos contigs con respecto a otros. Las librerias de gran tamario
(aproximadamente 50 kb) permiten obtener parejas de lecturas muy ale-
jadas entre si que son necesarias para evitar los problemas derivados de
bloques de secuencias repetidas, ademds de suministrar informacién a
una escala mayor sobre la organizacion de los contigs.

Este método de secuenciacién se aplico por primera vez a un organis-
mo eucariota durante la secuenciacién del genoma de D. melanogaster.
En este proyecto se obtuvo practicamente toda la secuencia de la parte
eucromatica del genoma. Sin embargo es importante seialar que la eta-
pa final de refinamiento de la secuencia de este genoma se realizé me-
diante el uso de un mapa fisico de clones de BAC.

La aplicacion maés destacada de esta estrategia ha sido la secuencia-
ciéon del genoma humano, realizada por la empresa Celera Genomics, que
puso de manifiesto tanto las ventajas como las debilidades de esta estra-
tegia para la secuenciacién de genomas eucariéticos. La ventaja funda-
mental es la velocidad con la que se obtiene una gran cantidad de se-
cuencia, suficiente como para tener una idea bastante aproximada de la
préctica totalidad del genoma, al no ser necesario el paso previo de cons-
trucciéon de un mapa de clones. Celera Genomics realizo 27.271.853 se-
cuencias con un total de 14.8 10° bases leidas, aproximadamente 5.11 ve-
ces la secuencia del genoma humano en solo 9 meses. Sin embargo, para
el posterior ensamblaje de estas lecturas y sobre todo para la localizacién
de los contigs resultantes tuvo que recurrir a datos externos, fundamen-
talmente a los mapas fisicos del genoma previamente realizados por el
Proyecto Genoma Humano. Por otro lado Celera renuncié al acabado de

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas http://arbor.revistas.csic.es
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

303



304

Javier Maria Rodriguez Martinez

la secuencia, probablemente porque para realizarlo hubiera sido necesa-
rio disponer, como en el caso de D. melanogaster, de un mapa fisico del
genoma realizado mediante BACs.

Esta estrategia se emplea de forma rutinaria para la secuenciacién de
genomas de organismos procariotas relativamente pequerios (0.5 a 6 Mb)
y con pocas repeticiones. Se empleé por primera vez para la secuencia-
cién del genoma de la bacteria Haemophilus influenciae.

Método hibrido

Este método pretende aprovechar lo mejor de las dos técnicas descri-
tas anteriormente: la rapidez del método de secuenciacion al azar para
obtener una gran cantidad de secuencia y la capacidad del método jerar-
quizado para minimizar la influencia de las repeticiones, junto con la
ventaja de poseer de un mapa fisico del genoma realizado mediante
BACs para el posicionamiento correcto de los contigs y el proceso de aca-
bado de la secuencia (Figura 7).

En esta estrategia se comienza secuenciando el genoma mediante la
modalidad de secuenciacién al azar de todo el genoma. Simultdneamen-
te se construye una libreria de clones y se realiza un mapa fisico con
ellos. De esta forma, con la secuenciacion inicial podemos tener una idea
aproximada de la organizacion del genoma, de la abundancia y carac-
teristicas de las repeticiones presentes, asi como de las dificultades que
estas repeticiones pueden plantear en el ensamblaje. Una vez obtenido
el mapa fisico se seleccionan los clones de BAC adecuados y se procede
a su secuenciacion al azar. El ensamblaje se realiza de forma indepen-
diente para cada uno de los clones en que hemos dividido el genoma,
como en la estrategia de secuenciacién al azar jerarquica. La diferencia
en este método es que a las lecturas procedentes de cada clon se les unen
las procedentes de la secuenciacion al azar de todo el genoma que co-
rresponden al fragmento que vamos a ensamblar. Para identificar estas
ultimas, todas las lecturas del proyecto de secuenciacion al azar de todo
el genoma se comparan con las lecturas procedentes del clon BAC y se
adicionan aquellas que solapan. De esta forma se aumenta la redun-
dancia en el ensamblaje de cada uno de los clones. El proceso de acaba-
do se realiza de igual forma que en el método de secuenciacion jerarqui-
ca.

Existe un consenso sobre la necesidad de una redundancia de 8 a 10
veces la secuencia del genoma completo si se pretende conseguir una se-
cuencia final de alta calidad. Sin embargo, en el método hibrido esta por
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Ficura 7. Método hibrido de secuenciacién al azar de genomas. En este método se ob-
tienen secuencias del genoma siguiendo las dos estrategias anteriores, la secuenciacion al
azar jerdrquica (panel A) y la secuenciacién al azar de todo el genoma (panel B). El en-
samblaje (panel C) se realiza para cada uno de los clones en que se ha dividido el genoma
en la parte jerdrquica de este proceso juntando a las secuencias obtenidas de los clones,
las secuencias correspondientes obtenidas del proceso al azar. El acabado de la secuencia
de cada uno de los clones y la reconstruccién del genoma a partir de las secuencias indivi-
duales de los clones se realiza como en la secuenciacién al azar jerdrquica.
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determinar la cantidad 6ptima de secuencia que es necesario conseguir
mediante el proceso de secuenciacion de todo el genoma frente a la que
proviene de la secuenciacién de los clones BAC. Los proyectos de secuen-
ciacion del genoma de la rata y del raton, que se estan llevando a cabo
mediante esta técnica, es previsible que aporten datos sobre la relacion
optima de estas cifras.

Otras alternativas

A la hora de abordar la secuenciaciéon de un genoma nuevo es muy im-
portante evaluar exactamente el uso se le va a dar a la secuencia obteni-
da. Si el objetivo es obtener una secuencia de alta calidad, como en el caso
de un organismo modelo, el proceso a seguir dependera del tamarfo, pre-
sencia y complejidad de las repeticiones del genoma. Para genomas pe-
quenos con un numero limitado de repeticiones la estrategia de secuen-
ciacién al azar directa es la més adecuada. Para genomas grandes con un
elevado numero de repeticiones la estrategia hibrida debe ser la elegida
para garantizar la fiabilidad del proceso de acabado de la secuencia y mi-
nimizar el namero de errores de ensamblaje debidos a la presencia de re-
peticiones.

Aunque siempre es deseable tener la secuencia completa de un or-
ganismo, el elevado coste de la secuenciaciéon de un genoma complejo
hace imposible disponer de las secuencias necesarias para el analisis
comparativo de la secuencia de muchos genomas. La preparacién de
una secuencia de calidad media (lo que se denomina un borrador) de un
genoma de un mamifero cuesta mas de 50 millones de euros. Por ello,
para realizar estudios comparativos de genomas de muchos organismos
es necesario restringirse a regiones concretas del genoma. Esta se-
cuenciacion dirigida se realiza mediante secuenciacion al azar de clones
de BAC que contienen las regiones de interés de los distintos organis-
mos.

Otra técnica empleada cuando nos interesa realizar un estudio com-
parativo de los genomas de especies estrechamente relacionadas es lo
que se denomina secuenciacion de baja redundancia. Consiste en realizar
un examen de los genomas de los diferentes organismos secuenciando un
numero aproximadamente 20 veces inferior de secuencias de las que se-
ria necesario obtener para construir un borrador del genoma. Esta técni-
ca presenta muchas limitaciones pero resulta extremadamente rapida y
asequible para la caracterizacion y comparacion de especies muy relacio-
nadas entre si.
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Mas alla de la secuencia del genoma

Aunque en estos 30 afios transcurridos desde la invencién de los mé-
todos de secuenciacién la técnica se ha modificado considerablemente
(disminuyendo, por ejemplo, el coste por base secuenciada en un factor de
100 veces en los ultimos 10 afios), estas modificaciones han sido bdsica-
mente mejoras de la técnica original, sin que se haya producido ningtun
cambio radical. Actualmente el esfuerzo se centra en el desarrollo de tec-
nologias que permiten disminuir drasticamente el volumen de las reac-
ciones de secuenciacion y los tiempos necesarios para realizar la separa-
cion electroforética de las moléculas. Se estdn explorando también
métodos radicalmente distintos como la pirosecuenciacion o la secuen-
ciacién basada en espectrometria de masas. Una verdadera revolucién
podria venir de la mano de la nanotecnologia donde, mediante las tecno-
logias del campo de la biofisica de nanoporos, se estdn desarrollando pro-
yectos dirigidos a obtener la secuencia completa de una tnica molécula
de DNA. Estos métodos, aunque interesantes, estdn ain en fases tan pre-
liminares que no permiten siquiera aventurar sus posibilidades practicas
en la secuenciacién a gran escala.

Aunque la secuenciacion del genoma es el objetivo fundamental de la
gendmica estructural, constituye el punto de partida necesario para com-
prender como funciona el genoma de un organismo. Habitualmente se
habla del genoma como de el «libro de la vida». Lo que nunca se dice es
que tipo de libro es. Desde luego, no se trata de un manual de instruc-
ciones facilmente comprensible. Quizds un simil méds adecuado fuera el
de un libro de notas de un fabuloso ingeniero. Un cuaderno escrito en un
lenguaje incomprensible, lleno de tachaduras, borrones, correcciones
apresuradas y dibujos realizados mientras habla por teléfono. Dispersas
entre ellas hay algunas anotaciones, sin ningin orden aparente, que des-
criben con una precision absoluta los componentes necesarios para cons-
truir y mantener en funcionamiento un organismo. Sin embargo en este
cuaderno de notas no existe ninguna indicacién comprensible sobre la
forma en que todos estos componentes tienen que ensamblarse para que
el organismo funcione.

El objetivo de la genémica funcional, para seguir con el simil anterior,
es el de descifrar ese cuaderno de notas y construir, a partir de sus ano-
taciones, un «manual del usuario del genoma», comprensible para los hu-
manos. Entre las tareas a las que se enfrenta la genémica funcional, to-
mando como ejemplo el caso del genoma humano, se encuentran:

i. Identificar los componentes estructurales y funcionales
del genoma. Aunque la composicién y caracteristicas quimicas
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1i.

iii.

del DNA son bien conocidas, la estructura del genoma humano
es extraordinariamente compleja. Unicamente un 1-2% de su se-
cuencia codifica proteinas, y ni siquiera estdn identificadas con
seguridad todas ellas. Aproximadamente una cantidad equiva-
lente al doble del conjunto de secuencias codificantes se encuen-
tra bajo presion evolutiva, lo que indica que son funcionalmente
importantes, y sin embargo no conocemos practicamente nada
de sobre su funcién. Probablemente en ese otro 2% del genoma
se encuentran los elementos que regulan la expresién de los
aproximadamente 30.000 genes que codifican proteinas, junto
con toda una serie de genes no codificantes y de secuencias de-
terminantes de la estructura y funcionamiento de los cromoso-
mas. Todavia se conoce menos sobre la posible funcién del apro-
ximadamente 50% del genoma que consiste en secuencias
repetidas, o del resto del genoma integrado por secuencias no co-
dificantes y no repetidas.

Definir como interactian los componentes del genoma a
nivel genetico y protéico. Los genes y sus productos, las pro-
teinas, no actian de forma aislada sino que forman parte de ru-
tas, redes y sistemas que, en conjunto, dan lugar y mantienen en
funcionamiento las células, los tejidos y los organismos. Para com-
prender como funciona un organismo es imprescindible entender
el funcionamiento de estos sistemas y conocer sus propiedades e
interacciones. Sin embargo, dichos sistemas como conjunto son
mucho mas complejos que cualquier problema abordado antes por
la biologia molecular, la genética o la genémica.

Desarrollar un conocimiento detallado de la variacién
hereditaria en el genoma humano. Los mayores avances en
la genética humana se han producido sobre caracteristicas he-
reditarias asociadas con modificaciones dependientes, en gene-
ral, de un tnico gen. Sin embargo la mayor parte de los fenoti-
pos, incluyendo enfermedades comunes o las respuestas a
agentes farmacolégicos, son mucho més complicados y dependen
de una compleja interaccién de factores genéticos (los genes y
sus productos) y no genéticos (influencias ambientales). Para
comprender como ocurre esta interrelacién es necesario conocer
la variacion genética de la especie humana y desarrollar las he-
rramientas analiticas necesarias para emplear este conocimien-
to en la determinacion de las bases genéticas de las enfermeda-
des.
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iv. Determinar los mecanismos causantes de la variaciéon
evolutiva entre especies. El genoma es una estructura dina-
mica que esta continuamente sujeta a las modificaciones causa-
das por los mecanismos evolutivos. Estos mecanismos, actuando
a lo largo de millones de afos, son los responsables de la secuen-
cia de los genomas de los organismos que actualmente forman
nuestra biosfera. Una comprension profunda del funcionamiento
del genoma solo es posible con un conocimiento paralelo de las di-
ferencias de secuencias entre especies y de los procesos y meca-
nismos responsables de la aparicion de estas diferencias a lo lar-
go del tiempo.
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