
6 meses luego de la publicacion del anterior
Plataforma 454 FLX
24,5 billion bases en 93,2 milliones de lecturas
7.4X de covertura
Menos de 1 million de dolares
Completado en menos de 5 meses

Wheeler, D. A. et al. Nature (2008) 

Genomas individuales: 454



Genomas famosos!





Costos y número de genomas completos

• Hoy en día hay millones de genomas secuenciados



“Personal Genomics”

https://www.veritasgenetics.com



“Personal Genomics”





Número de bases secuenciadas



Software de análisis de secuencias cortas



Mapa mundial de secuenciadores de segunda generación



• Secuenciadores de molécula única

– No hay amplificación de la muestra

– Mayor tamaño de las lecturas

– Actualmente mayor costo por base

Secuenciadores de tercera generación



PacBio

• single-molecule real-time (SMRT) 
sequencing

• Polimerasa unida a un pocillo



Nanopore

• pasaje a través de un poro proteico modificado
• Se mide la variación de la corriente eléctrica a través del 

poro
• 450 bases por segundo





Comparación de las plataformas



Comparación de las plataformas

doi.org/10.1007/s11825-019-0249-z



Software de análisis de secuencias largas



Que hacemos con la secuencia??



Formato Fastq

• Formato de salida de los secuenciadores de 
nueva generación

– Incluye información de secuencia

– Incluye información de calidad para cada base 
(confiabilidad)





Resecuenciado de Genomas

• Comparación a una referencia

– Se obtienen las lecturas y se comparan a una 
referencia

• Búsqueda de variantes, reordenamientos, etc



Mapeo de lecturas



Resecuenciado de Genomas

Stratton Nature (2008) 



Resecuenciado de Genomas



Resecuenciado de Genomas



Resecuenciado de Genomas



Ensamblado de secuencias cortas

• Existen ensambladores específicos

– VELVET

– Abyss

– SOAPdenovo

– …

• La mayoría se basan en encontrar el camino euleriano 
en un grafo de de Bruijn construido con k-mers
solapantes obtenidos de las lecturas…



Ensamblando secuencias cortas

• Problema de los puentes de Königsberg
– Leonhard Euler (1736)



Ensamblando secuencias cortas



Resolución de nodos problematicos

• Mapeo de las lecturas al grafo:

– (a) Se mapea la lectura la cual atraviesa el nodo complejo

– (b) Las lecturas pareadas se usan para resolver

– (c) La distancia entre los pares se usan para resolver



Simplificación del grafo 

Remoción de puntas  Remoción de burbujas

• Mayormente basado en la profundidad de lecturas de los nodos



• Único

• Hibrido

Ensamblado con lecturas largas



• Único

• Hibrido

Ensamblado con lecturas largas



Ensamblado con lecturas largas

• Gran impacto en genomas 
muy repetitivos



• Búsqueda de genes
– Codificantes para proteínas
– Pseudogenes
– Genes para ARNs funcionales

--tRNA
--rRNA
--snoRNA
--snRNA
--miRNA

– Regiones reguladoras
– Otras regiones funcionales

El ensambaldo es el comienzo del proceso

TCTGTGGATGTGGAATAC

TCATATTTCCATTTCTGC

AGGAGAAAACGAGTGACT

GACTTCATTTGATGTACA

GCTACTGACTATTTGGAT

TGCATGAGCGTGAAATCA

GTGCGAATCAGACTCATG

AACGCTGAAAAATAGTTG

GGGATGGCACGATTCCCG

TCCAATCGCGATGGCGCA

TATTGATGACGAAAACGG

CGAAAACGAATGTGCAAA

CTATGCGTTTATTAATGA

TATGGAGTAGGACTGGCG

TGAATCTGGTT……
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Que defino como gen?

Donde están?

Vamos a intentar encontrar 
patrones





• Los genes para ARNs funcionales son difíciles de 
encontrar.
– Pequeños
– Sin ORFs

• Las regiones codificantes tienen características 
identificables
– En procariotas se identifican de manera relativamente 

sencilla dada la alta densidad de genes
– En eucariotas es mas complejo debido a que los exones 

son pequeños comparados con los intrones y regiones 
intergenicas

Anotación del genoma secuenciado:





• Búsqueda de ORFs

– Marcos de lectura abiertos

• Comienzan con un codon de inicio ATG

• Finalizan en un codon de terminación

– Son las posibles regiones codificantes

Anotación del genoma secuenciado:



• Métodos predictivos

– Buscan directamente en la secuencia de acuerdo a reglas
definidas

• Métodos comparativos

– Comparan con otras secuencias y extraen información
(conservación)

• Métodos experimentales

– Utilizan información obtenida de forma experimental

Diferentes aproximaciones



Procedimiento típico

Sequencia

Evidencia experimental

Búsqueda por similaridad

Prediction Ab initio

Predicción de un set de genes 
con seguridad

Re entrenamiento 
de las 
herrameintas

Set completo



Métodos predictivos

• Búsqueda de señales: motivos cortos 
delimitan las secuencias codificantes



El contenido en GC varía entre los distintos genomas y 
dentro de un genoma determinado

Escherichia coli 51%

Campylobacter jejuni 31%

• La variación esta mas restringida en las 
regiones codificantes

• Estas regiones tienen un contenido GC mas 
alto (fenómeno mas claro en genomas ricos 
en AT)



Visualización en Artemis



• Los primeros predictores hacían uso de 
reglas como las que comentamos antes.

– Problemas:
• Muchas reglas!

• Muchas excepciones!

• Los predictores se hacen demasiados complejos

• El análisis estadístico de las secuencias 
mejora las predicciones

– Modelos ocultos de Markov

Métodos predictivos



Modelos estadísticos (HMM)

• Los predictores mas recientes toman en cuenta 
modelos estadísticos para realizar la anotación

• Los observables son cada una de las bases

• Cada observable puede estar en diferentes estados
– Exón

– Intrón

– Intergénica

• Cada uno de los estados tiene probabilidades 
de emisión particulares para cada una de las 
bases

• Los parámetros se ¨aprenden¨ de genes conocidos



Modelos estadísticos (HMM)



Modelos estadísticos (HMM)



Modelos estadísticos (HMM)

• Los parámetros se ¨aprenden¨ de genes conocidos



Modelos estadísticos (HMM)



Predicción basada en homología

• Las secuencias codificantes son mas
conservadas que las no codificantes debido a
la presión selectiva

• Alineamiento de secuencias conocidas de
genomas relacionados.

– Podemos traducir nuestro genoma en los 6
marcos de lectura y alinear los péptidos obtenidos
a proteínas conocidas (Blastx)

– Nos puede dar idea de la función de la secuencia
detectada



Predicción basada en homología



stop

AAAAAAAAAACAP

AAAAAAAAAACAP

TTTTTTTTT

TTTTTTTTT

intron exon5’UTR M
3’UTR

EST

EST

cDNA

mRNA

Evidencia experimental 
ESTs



Genomic DNA sequence - assembly

Mapeo a la secuencia genómica

Evidencia experimental
RNAseq



Evidencia experimental
RNAseq



Anotación: Combinación de evidencia y curado

Dominguez Del Angel, F1000Research 2019



Anotación: Combinación de evidencia y curado



Anotación: Combinación de evidencia y curado

highlighted  manually reviewed gene structure

pale brown  hit to H. contortus EST cluster in Nembase found using PASA
brown-green  hit to H.contortus individual ESTs in NCBI database found using PASA
pink/red blocks  hits to Uniprot
bright green  twinscan prediction (homology based)
pale pink  snap prediction (ab initio)
yellow  hmmgene prediction (ab initio)
pale blue  genscan prediction (ab initio)
red  genefinder (ab initio)
dark blue  fgenesh prediction (ab initio)
jade green  augustus hints prediction (homology based)
orange  augustus prediction (ab initio)
purple  genewise prediction (homology based)



Que sigue???

Para que sirve?

Anotación funcional



Anotación funcional

• Búsqueda de similitud de secuencia

– Inferir función por posible homología

• A nivel global

– Blast

• Dominios y motivos

– InterPro

» PROSITE, Pfam (HMM), PRINTS, ProDom, SMART, TIGRFAMs, PIRSF, SUPERFAMILY,
GENE3D y PANTHER

• Señales particulares
• Localización subcelular (SingnalP)

• Dominios transmembrana

• Asignación de categorías en “gene ontologies” (GOs)



Anotación funcional

• Búsqueda de similitud de estructura
– La estructura 3D de las proteínas es mas conservada que su secuencia

– Se buscan las estructuras mas compatibles con la secuencia que se
esta analizando

• “Protein threading”



Anotación funcional

• Se asignan nombres de acuerdo a la evidencia:

– “Putative”: alta similitud a genes conocidos o dominios 
funcionales

– “Expressed”: con evidencia de EST (o RNA-seq) sin 
evidencia de función

– “Hypothetical Protein Conserved”: Predicha por software 
de anotación y con secuencia similar en bases de datos

– “ Hypothetical Protein”: Solo predicha por software de 
anotación



Anotación funcional

• Guilt by association:

– Se anota de acuerdo a asociaciones entre genes

• Interacciones proteína - proteína

• Perfiles de expresión

– Es una anotación general



Anotación funcional

• Guilt by association:



Anotación funcional
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