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RESUMEN
Históricamente el desarrollo de la biología se ha limitado al estudio de unas pocas 
especies, a las cuales conocemos como especies modelo, y cuyas particularidades 
representan ventajas prácticas para su mantenimiento y estudio en el laboratorio. 
Sin embargo, la viabilidad actual para secuenciar el genoma y los transcriptomas 
de virtualmente cualquier especie permite la inclusión de nuevos organismos como 
modelo de estudio. En esta revisión se presenta una descripción general de las 
principales plataformas de secuenciación de transcriptomas (RNA-seq), así como 
los pasos básicos para el ensamblaje de transcriptomas cuando no se cuenta con 
un genoma de referencia. Finalmente, se proveen algunos ejemplos de estudios de 
transcriptoma aplicados a organismos no modelo. 

ABSTRACT
The advance of biology has largely relied on the detailed study of a small number 
of species collectively known as model organisms. These species were chosen as 
experimental models due to their peculiarities, which represent practical advantages 
for their study in laboratory conditions. However, the improvement of sequencing 
technologies allows nowadays the genome and transcriptome sequencing of virtually 
any organism without the need of a reference genome, and therefore, new species 
can be used now to study biological processes that were previously inaccessible from 
the study of classic model organisms. In this review, we present a general description 
of the main sequencing technologies that can be used for transcriptome sequencing 
(RNA-seq) and provide an overview of transcriptome assembly and analysis when 
no reference genome is available. Finally, some examples of transcriptome analysis 
applied to non-model organisms are provided.

*Recibido: 7 de mayo de 2018      Aceptado: 11 de septiembre de 2018

INTRODUCCIÓN

El desarrollo de la biología como ciencia experimen-
tal se ha valido del uso de distintos organismos, 
los cuales, debido a diversas particularidades, se 
utilizan rutinariamente como objeto de investiga-
ción. En 1929 August Krogh pronosticó “para un 
gran número de problemas, habrá un animal de 
elección, o unos pocos animales, a los cuales con-
venga estudiar” (1). A los organismos o especies 
elegidos para su estudio detallado los conocemos 
como organismos modelo. Los organismos modelo, 
que pueden ser procarióticos o eucarióticos, se es-

tudian de manera extensa para generar inferencias 
y generalidades sobre diversos procesos biológicos. 
Krogh sugería que la adopción de una especie eu-
cariótica como modelo de estudio debía obedecer 
a la idoneidad de ésta para el problema a estudiar. 
Más adelante, en 1975, Hans Krebs expandió la 
idea de Krogh al añadir que los organismos modelo 
deben tener un tamaño adecuado para su trabajo 
en el laboratorio, así como un arreglo anatómico 
tal que facilite el trabajo experimental (2). Actual-
mente, la selección de organismos modelo obedece 
a razones prácticas para su manejo o estudio (3); 
por ejemplo, las especies eucarióticas que se eligen 
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como modelo de estudio se pueden mantener y 
propagar fácilmente en el laboratorio, tienen ci-
clos generacionales cortos y alta fecundidad, son 
especies diploides, lo cual facilita la obtención y 
el análisis de mutantes; en muchos casos tienen 
genoma nuclear pequeño, y  existen protocolos 
establecidos para su manipulación genética.
 En el caso particular de las plantas, Arabidopsis 
thaliana fue utilizada como modelo de estudio por 
Friedrich Laibach desde inicios de 1900 (4), sin 
embargo, su adopción masiva como organismo 
modelo sucedió hasta principios de 1980, cuando 
se generalizó su uso al reconocer las ventajas de 
esta especie para los estudios genéticos (4-6). El 
estudio de otras especies vegetales, tales como el 
arroz (Oryza sativa), el maíz (Zea mays), o la soya 
(Glycine max) ha recibido atención y financiamiento 
debido a la relevancia económica de su cultivo, 
pese a que las características genómicas de estas 
especies distan de las características genómicas 
ideales de un organismo modelo; por ejemplo, 
las especies mencionadas son recalcitrantes a la 
transformación genética; es decir, la obtención 
de plantas transgénicas de estas especies resulta 
complicada.
 Aunque la adopción de organismos modelo para 
la investigación ha proporcionado información va-
liosa acerca de procesos celulares y moleculares 
fundamentales, las preguntas que pueden ser 
abordadas con organismos modelo se encuentran 
inherentemente limitadas por la información que 
puede recabarse a partir de ellos (7, 8). Las especies 
modelo representan un porcentaje insignificante 
entre las 11 millones de especies, aproximada-
mente, que se estima que existen en el planeta 
(9). Adicionalmente, no es posible estudiar todos 
los procesos biológicos a partir del análisis de las 
especies modelo; por ejemplo, A. thaliana no es-
tablece interacciones simbióticas con hongos mico-
rrízicos (10) ni con bacterias fijadoras de nitrógeno 
(11), las cuales son de relevancia agroeconómica 
y biogeoquímica (12, 13). Debido a esta limitante 
es necesaria la inclusión de especies no modelo en 
la actividad científica, es decir, de especies poco 
estudiadas y que no necesariamente cumplen con 
todas las características de los organismos modelo, 
pero que representan sistemas adecuados para el 
estudio de procesos biológicos inaccesibles median-
te el estudio de los organismos modelo actuales 
(14,15). La adopción de organismos no modelo es 
posible, en gran medida, gracias a que los costos de 
secuenciación han disminuido considerablemente, 
por lo cual es viable secuenciar el genoma y los 
transcriptomas de virtualmente cualquier organis-
mo pluricelular o de microorganismos cultivables 
in vitro. Adicionalmente, el desarrollo tecnológico y 

el aumento de poder de cómputo hacen factible el 
análisis de transcriptomas en ordenadores persona-
les. Una muestra clara de la adopción y relevancia 
de la secuenciación como herramienta de estudio 
es el número creciente de genomas secuenciados 
depositados en el NCBI (16), cifra que hasta febrero 
de 2018 asciende a más de 5,000 genomas de eu-
cariontes y aproximadamente 127,000 genomas de 
procariontes; así como el número de publicaciones 
indizadas por PubMed sobre secuenciación masiva 
de cDNA sintetizado a partir de RNA (RNA-seq; Fig. 
1). El RNA-seq es una herramienta que permite 
evaluar el estado transcripcional de un organis-
mo, órgano o tejido, típicamente para comparar 
distintos tratamientos, condiciones, o estadios de 
desarrollo (17, 18). A diferencia de otros métodos 
de transcriptómica que se basan en la hibridación de 
un conjunto de moléculas de RNA marcadas, tales 
como los microarreglos, el RNA-seq es un método 
cuantitativo que no requiere del conocimiento ab 
initio de las secuencias de los RNA mensajeros. 
Adicionalmente, el RNA-seq permite detectar la 
transcripción de genes que se expresan a niveles 
bajos, además de polimorfismos de una sola base e 
isoformas, es decir, variantes de transcritos que se 
obtienen mediante el procesamiento diferencial de 
pre mensajeros provenientes del mismo gen (19).
 

Generalidades y conceptos básicos del RNA-seq

En general, los estudios que utilizan al RNA-seq 
siguen una serie de pasos comunes (Fig. 2), los 
cuales inician con la extracción de RNA total a 

Figura 1. Aumento en el número de publicaciones 
que utilizan RNA-seq y que se encuentran indizadas 
por PubMed. La búsqueda se realizó al restringir a 
las publicaciones a estudios de expresión génica que 
incluyen “RNA-seq” en el título o el resumen. 
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partir de las muestras biológicas de interés. La 
extracción se realiza mediante el método de 
conveniencia para cada especie. En el caso de 
las plantas, por ejemplo, el consorcio OneKP 
pone a disposición una serie de protocolos 
estandarizados para una gran variedad de fa-
milias y géneros (20). Dado que en cualquier 
transcriptoma el RNA ribosomal constituye 
a la mayor parte del RNA total, existen dos 
métodos principales de enriquecimiento de 
RNA mensajero (mRNA), estos son la selección 
positiva de los mRNA mediante la captura de 
RNA poliadenilado (“polyA-capture”) y el enri-
quecimiento de mRNA mediante la eliminación 
de RNA ribosomal (“rRNA-depletion”) (21). En 
general, la técnica más utilizada es la selec-
ción de RNAs poliadenilados pues los mRNAs 
eucarióticos, con muy pocas excepciones, son 
de este tipo. Sin embargo, el enriquecimiento 
de mRNA mediante la eliminación de RNA ri-
bosomal es útil en procariontes, cuyos mRNAs 
no se poliadenilan; y en sistemas eucarióticos 
en casos muy particulares.
 Una vez que el mRNA se enriqueció en la 
muestra, se procede a la preparación de biblio-
tecas (“libraries”) para secuenciación. El mRNA 
se utiliza para la síntesis de ambas cadenas 
de cDNA, cuya secuencia permite deducir la 
secuencia de nucleótidos del mRNA original. 
Según la plataforma de secuenciación, las 
cuales se discutirán más adelante, se puede 
secuenciar a las moléculas completas de cDNA, 
o bien, se pueden fragmentar mediante mé-
todos mecánicos y realizar una selección de 
fragmentos por tamaño, usualmente de entre 
de 200-1,000 nucleótidos. La secuenciación de 
los fragmentos cortos es mucho más barata, y 
debido a ello es la técnica más utilizada. A las 
secuencias cortas que se obtienen a partir de 
estos fragmentos de cDNA se les conoce como 
lecturas (“reads”), las cuales se pueden generar 
en los formatos de lecturas simples (“single-
end”) cuando la secuenciación se realiza sólo 
en alguno de los extremos de cada fragmento, 
o bien como lecturas apareadas (“paired-ends”) 
cuando a partir del mismo fragmento se se-
cuencian los dos extremos. Ambos formatos 
de lectura permiten cuantificar los niveles de 
abundancia de transcritos. Sin embargo, cuan-
do no se cuenta con un genoma de referencia, 
las lecturas apareadas y más largas conducen 
a un ensamblaje de novo de mejor calidad, 
esto es, al traslape de lecturas en un mayor 
número de transcritos probables (“contigs”) y 
de mayor tamaño. Cuando existe un genoma 
de referencia, las lecturas apareadas permiten 

Figura 1. Diagrama de flujo de un experimento que emplea 
la secuenciación del transcriptoma mediante RNA-seq. Las 
muestras se procesan para extraer el mRNA, a partir del cual 
se prepararán y secuenciarán las bibliotecas de cDNA en alguna 
de las plataformas de secuenciación disponibles. Las lecturas 
que se obtienen se procesan, y en el caso de las especies sin 
genoma de referencia, se ensamblan de novo para reconstruir 
la secuencia completa de los transcritos y estimar sus niveles 
de abundancia en cada condición. A partir de los niveles de 
abundancia es posible realizar análisis de expresión diferencial 
y proceder hacia los objetivos particulares de cada estudio.
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además detectar isoformas o eventos de empalme 
(“splicing”) alternativo de RNAs mensajeros. Una 
vez que se ensamblaron los contigs, las lecturas se 
mapean sobre ellos y se cuantifican; al normalizar 
el número de lecturas mapeadas sobre cada trans-
crito con base en la longitud de cada contig y el 
tamaño de la biblioteca de secuenciación, se puede 
calcular la abundancia relativa de cada transcrito 
en las muestras biológicas que se secuenciaron. 
Los análisis posteriores al ensamblaje del trans-
criptoma estarán determinados por los objetivos 
particulares de cada estudio, aunque el uso más 
común del RNA-seq es la detección de expresión 
diferencial entre muestras biológicas.

Tecnologías de secuenciación más comunes

Actualmente las tres tecnologías principales 
para la secuenciación de transcriptomas son: la 
secuenciación por síntesis, la secuenciación por 
semiconducción y la secuenciación en tiempo real 
de molécula única. De éstas, la secuenciación por 
síntesis, desarrollada por la compañía Solexa y 
comercializada por la compañía Illumina, es la más 
utilizada (22). Las bibliotecas para la secuenciación 
por síntesis se preparan a partir de fragmentos de 
cDNA, cada uno de los cuales se liga a secuencias 
adaptadoras (Fig. 3). Los adaptadores fijan a los 
fragmentos en un arreglo espaciado y ordenado 

Figura 3. Secuenciación por síntesis. La tecnología de secuenciación por síntesis, desarrollada por la compañía Solexa, 
que actualmente pertenece a Illumina, utiliza nucleótidos modificados (A) que contienen una marca fluorescente 
distintiva para cada base (B) y un terminador en la posición 3’ del nucleótido. El terminador limita cada ciclo de 
síntesis a la adición de un solo nucleótido por fragmento a secuenciar (C). Después de que el nucleótido se agregó 
a la cadena naciente, se capturan cuatro imágenes (D) para identificar al nucleótido que se agregó en cada cluster. 
Una vez que se resuelven los nucleótidos adicionados en un ciclo de secuenciación en cada cluster, el fluoróforo, 
así como el bloqueo del sitio 3’ se escinden químicamente y se procede a un nuevo ciclo de secuenciación.

B)

C) D)

A)
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sobre una superficie de secuenciación, o chip. Cada 
fragmento está separado de otros espacialmente 
y se amplifica mediante una reacción de PCR de 
modo que se generan grupos discretos (“clusters”) 
de copias de la misma molécula, lo cual permite de-
tectar más fácilmente a las señales provenientes de 
cada cluster. La secuenciación se realiza mediante 
la adición consecutiva de 3’-O-azidometil-dNTPs, 
los cuales son nucleótidos modificados que incluyen 
un fluoróforo específico para cada base nitrogenada 
y una modificación química en la posición 3’, de 
modo que la reacción de síntesis se detiene con la 
adición de cada nucleótido (23). En cada paso de 
adición de nucleótidos los fluoróforos se excitan 
mediante un láser y se capturan cuatro imágenes, 
cada una en la longitud de emisión de un fluoróforo 
particular; así en cada ciclo de secuenciación se 
detecta la señal de cada cluster en sólo una de las 
cuatro imágenes. De este modo se puede identi-
ficar, o resolver, al nucleótido que se incorpora en 
cada cluster durante cada ciclo de secuenciación. 
Una vez que las imágenes se capturaron, tanto el 
fluoróforo como el bloqueo del nucleótido modifi-
cado se remueven y se puede realizar un nuevo 
ciclo de síntesis. En teoría, el número de ciclos de 
secuenciación puede ser ilimitado, sin embargo, la 
adición de nucleótidos, la remoción de fluoróforos 
o del bloqueo no siempre es homogénea dentro de 
un cluster. Como resultado, la certeza de lectura 
de bases decrece de manera inversamente propor-
cional al número de ciclos de secuenciación, por lo 
cual los valores de calidad de las lecturas decaen 
después de varios ciclos de secuenciación. Actual-
mente se pueden obtener datos confiables hasta 
de 300 ciclos de síntesis, es decir, en el formato 
de lecturas apareadas se pueden secuenciar hasta 
600 nucleótidos del mismo fragmento.
 Las bibliotecas de secuenciación por semiconduc-
ción también se preparan a partir de cDNA, ligado 
mediante adaptadores a una esfera sobre la cual 
se realizará la amplificación clonal para generar un 
cluster (Fig. 4). Sin embargo, esta tecnología de 
secuenciación tiene como base un principio químico 
distinto al de la secuenciación por síntesis. Durante 
la síntesis de ácidos nucleicos, la reacción de ataque 
nucleofílico para la adición de un nucleótido a la 
cadena naciente libera a un protón como producto. 
Este principio se aprovecha en las plataformas de 
secuenciación por semiconducción (24), desarro-
lladas por IonTorrent, las cuales consisten en un 
transistor de efecto de campo sensible a iones que 
está acoplado a un circuito integrado (25). El chip 
de secuenciación es un arreglo de micropozos que 
contienen a las esferas con los clusters de cDNA; 
el transistor asocia un cambio de voltaje (ΔV) al 
cambio de pH (ΔpH) generado por la liberación 

de protones debido a la adición de nucleótidos. 
Dado que la liberación de protones es inherente a 
la reacción de adición de los nucleótidos, éstos no 
están marcados con fluorescencia ni incluyen un 
terminador de la reacción de síntesis. La secuencia 
de los fragmentos se resuelve mediante la inyección 
de cada tipo de nucleótido de forma secuencial y 
al observar la presencia o ausencia de cambios de 
voltaje en cada cluster. En regiones en las cuales 
existen repeticiones de una sola base se puede 
estimar el número de nucleótidos repetidos a partir 
de la magnitud del cambio de voltaje, pues éste 
es proporcional al número de protones liberados. 
Actualmente el intervalo dinámico para la detección 
de repeticiones de una sola base es una limitante 
técnica de este tipo de secuenciación, sin embargo, 
al no requerir nucleótidos modificados, los costos de 
secuenciación son más bajos que en la plataforma 
Illumina, además, se pueden obtener lecturas de 
hasta 700 nucleótidos (26). Una ventaja adicional 
de la secuenciación por semiconducción es que 
dado que el sistema forma parte de un circuito 
integrado, las dimensiones de los secuenciadores 
pueden reducirse hasta dispositivos portátiles, 
proporcionando así la posibilidad de realizar se-
cuenciación in situ.
 Por último, la secuenciación en tiempo real 
de molécula única o SMRT-seq, por sus siglas en 
inglés (Single Molecule Real Time sequencing; 
Fig.5), desarrollada por Pacific Biosciences (Pac-
Bio), es la tecnología que permite obtener secuen-
cias más largas, con un intervalo de tamaño entre 
40 y 60,000 nucleótidos (27). A diferencia de la 
secuenciación por síntesis o por semiconducción, 
la secuenciación de molécula única en tiempo real 
no requiere generar clusters de secuenciación. El 
fragmento a secuenciar se liga a un adaptador con 
estructura secundaria de tallo-asa en cada extremo 
del cDNA (Fig. 5 A) con lo cual, al desnaturalizar-
se, el fragmento a secuenciar queda circularizado 
convirtiéndose en una molécula de cadena sencilla. 
La molécula circular es reconocida por una DNA 
polimerasa que la utilizará en rondas de síntesis 
consecutivas e ininterrumpidas. La DNA polimera-
sa se encuentra fija en el fondo de un nanopozo, 
formalmente conocido como guía de onda de modo 
cero, de 70 nm de diámetro y 100 nm de altura. La 
solución de reacción incluye a los nucleótidos liga-
dos a un fluoróforo en el extremo trifosfatado (28), 
por lo cual el fluoróforo se escinde tras la formación 
del enlace fosfodiester durante la síntesis del DNA. 
Los nucleótidos marcados, así como los fluoróforos 
liberados, difunden libremente en la guía de onda. 
La secuencia se obtiene al excitar a los fluoróforos 
desde el fondo del pozo con un láser y registrar la 
emisión de fluorescencia del nucleótido que se está 
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adicionando. Debido a las dimensiones de la guía 
de onda, el volumen observacional está restringido 
a 20 zeptolitros (20x10-21 L), por lo cual la fluores-
cencia registrada corresponde al nucleótido con-
tenido en el sitio activo de la polimerasa (29). En 
general, los resultados que se obtienen mediante 
SMRT-seq son de buena calidad debido a que cada 
fragmento se secuencia de manera continua múl-
tiples veces al estar circularizado; lo cual permite 
deducir la secuencia del mRNA original a partir del 
consenso que se obtiene al eliminar la secuencia 
de los adaptadores y alinear a las sublecturas re-
sultantes (Fig. 5D).  

Consideraciones para el diseño experimental 
de estudios que involucran al RNA-seq

Aunque las aplicaciones del RNA-seq son diver-
sas, existen consideraciones básicas que deben 

tomarse en cuenta durante la planeación de ex-
perimentos de RNA-seq para optimizar la robustez 
y fiabilidad de los resultados que se derivan a 
partir de ellos. El proyecto ENCyclopedia Of DNA 
Elements (ENCODE, 30) recomienda incluir al 
menos dos réplicas biológicas de cada condición, 
aunque algunos estudios sugieren que la robustez 
estadística de los resultados se alcanza con al me-
nos seis réplicas biológicas (31). Por su parte, las 
réplicas técnicas de secuenciación no se requieren 
pues la variabilidad asociada a las plataformas de 
secuenciación es mínima (32). 
 A diferencia del genoma, el transcriptoma es 
dinámico y difiere entre una condición y otra, o 
entre distintos órganos. Por ello, y debido a que 
la calidad del ensamblaje depende de la cantidad 
y calidad de lecturas obtenidas, se recomienda 
estimar la profundidad de secuenciación según 
los objetivos de cada experimento (33). Obtener 

Figura 4. Secuenciación por semiconducción. Esta secuenciación de la compañía IonTorrent, utiliza transistores 
de campo sensible a iones en los nanopozos de secuenciación (A). La secuenciación ocurre mediante la inyección 
controlada de cada nucleótido de forma secuencial a los micropozos y al registrar el cambio de voltaje (∆V) asociado 
al cambio de pH (∆pH) debido a la liberación de protones. Si en un pozo durante un ciclo no se agregan nucleótidos a 
la cadena naciente, no se registra un ∆V (B), a diferencia de aquellos pozos en los cuales un nucleótido es adicionado 
(C). Cuando en un micropozo a la cadena naciente del DNA se agrega más de un nucleótido debido a repeticiones 
continuas de la misma base en la secuencia, el ∆V será proporcional al número de nucleótidos adicionados (D). 
Después de haber registrado la presencia o ausencia del ∆V en un ciclo, se lava a las moléculas del nucleótido que 
no fueron adicionados y el ciclo puede repetirse mediante la inyección de un nucleótido diferente.

Tiempo Tiempo Tiempo

A)

B) C) D)
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al menos 200 millones de lecturas mapeables 
permite detectar transcritos poco abundantes o 
eventos raros de empalme alternativo (34). 
 Finalmente, una práctica recomendable pero 
no del todo extendida es la inclusión de están-
dares cuantitativos (“spike-in”) en las muestras 
de RNA. Estos estándares son moléculas de RNA 
exógeno, de secuencia conocida, que se agregan 
a las muestras en una concentración determi-
nada durante cualquier paso experimental. El 
ERCC (External RNA Control Consortium) es un 

consorcio internacional que provee de 92 RNAs 
sintéticos con un intervalo de tamaño de 250 a 
2500 nucleótidos y del 5 al 51% de contenido de 
GC (35). El uso de estándares cuantitativos provee 
de una manera directa para estimar las tasas de 
error de lectura de bases y los sesgos de cober-
tura (36, 37). Adicionalmente, es posible contar 
con controles positivos y negativos en los análisis 
de expresión diferencial al agregar el spike-in en 
concentraciones significativamente distintas o 
iguales, respectivamente. 

Figura 5. Secuenciación de molécula única en tiempo real (SMRT sequencing). La tecnología de secuenciación SMRT 
utiliza nucleótidos con marcas fluorescentes en el extremo trifosfatado y adaptadores que circularizan al fragmento 
de cDNA a secuenciar (A). La secuenciación ocurre en un nanopozo, o guía de onda de modo cero, en el fondo del 
cual está inmovilizada una DNA polimerasa. La secuencia se obtiene al excitar con láser, desde el fondo del pozo, a 
los fluoróforos que marcan a cada nucleótido. Debido a que la DNA polimerasa inmoviliza al nucleótido modificado 
mientras éste se incorpora a la cadena naciente, el fluoróforo de este nucleótido emitirá fluorescencia durante 
más tiempo que los nucleótidos que difunden libremente en la solución (B y C). Al ser una molécula circular, el 
mismo fragmento de cDNA se secuencia varias veces de forma ininterrumpida dentro del nanopozo; dado que las 
secuencias de los adaptadores se conocen, son fácilmente identificables y pueden ser removidas. Las sublecturas 
generadas después de la remoción de adaptadores se pueden alinear para obtener una secuencia consenso, la cual 
corresponderá a la secuencia de cDNA derivado del mRNA original (D).

A)

C)

B)

D)
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Ensamblaje de novo de transcriptomas de 
organismos sin genoma de referencia

Las lecturas que se obtienen mediante las platafor-
mas de secuenciación deben ser preprocesadas para 
identificar y remover a los sitios no informativos. 
Estos incluyen a las secuencias adaptadoras de 
la plataforma de secuenciación, bases ambiguas 
y bases no resueltas. La remoción de sitios no 
informativos resultará en lecturas de diversos 
tamaños, a partir de las cuales es necesario des-
cartar también a las lecturas muy cortas, pues 
éstas son más propensas a ser mapeadas en más 
de un sitio. Algunas herramientas bioinformáticas 
útiles y de acceso abierto para el preprocesamiento 
de las lecturas son FastQC, Trimmomatic y FastX 
(38-40). En el caso de las lecturas apareadas, es 
necesario fusionar a las lecturas que provienen 
del mismo fragmento cuando éstas se superponen 
en sus extremos (41).
 Una vez que las lecturas han sido preprocesadas, 
se procede al ensamblaje del transcriptoma. Los 
algoritmos más comunes para el ensamblaje de 
novo se basan en gráficas de de Bruijn. Entre los 
algoritmos disponibles destaca Trinity (42) como 
el paquete más utilizado debido a su flexibilidad 
y el manejo eficiente de los recursos computa-
cionales. De manera general, los ensambladores 
descomponen virtualmente a las lecturas de se-
cuenciación en fragmentos pequeños, conocidos 
como palabras o k-meros, los cuales se utilizan 
en rondas de alineamiento para encontrar a los 
k-meros que se superponen en los extremos 
5’ o 3’ (Fig. 6). De esta manera, a partir de un 
k-mero inicial (“seed”) elegido aleatoriamente, 
se empieza el ensamblaje de los contigs y se 
continúa hasta que la secuencia ya no puede ser 
extendida. Cuando para alguno de los extremos 
se obtienen dos posibles k-meros que pueden 
ser agregados, se abre una burbuja (“bubble”) 
y se continúa la extensión del contig en las dos 
posibles variantes, hasta que esta burbuja se cie-
rra, o colapsa, debido a la existencia de un solo 
k-mero para ambas posibilidades. Cada burbuja 
duplica el número de variantes del contig, las 
cuales pueden representar isoformas, variantes 
alélicas o errores de secuenciación que resultan en 
artefactos del ensamblaje. Los tamaños de k-mero 
y burbuja pueden ser ajustados a conveniencia. 
Idealmente, deben realizarse varios ensamblajes 
al variar éstos dos parámetros hasta encontrar 
al “mejor” ensamblado del transcriptoma, el cual 
estará definido por la generación de contigs de 
mayor tamaño, con la mayor proporción de lec-
turas mapeadas en pares, y con un número bajo 
de lecturas que mapean a más de un sitio.

Anotación del transcriptoma

Una vez que las lecturas se han fusionado en con-
tigs, es necesario asignar a cada uno de éstos una 
identidad y función putativa. A este proceso se le 
conoce como anotación y se basa principalmen-
te en la búsqueda por homología de secuencias 
caracterizadas y depositadas en bases de datos 
tales como RefSeq (43). En general, la anotación 
requiere de la identificación de los marcos abiertos 
de lectura presentes en cada contig, una tarea 
que puede realizarse con programas tales como 
TransDecoder (44). Posteriormente, la secuencia de 
aminoácidos traducida a partir del contig se utiliza 
como sonda para interrogar a las bases de datos e 
identificar a sus secuencias homólogas. Paqueterías 
como Blast2GO (45) permiten asignar un conjunto 
de categorías jerárquicas, u ontologías génicas, a 
partir de la homología entre la proteína predicha 
para cada contig y las secuencias depositadas en 
las bases de datos. Otras herramientas disponibles 
para la anotación de secuencias son InterProScan 
(46), el cual identifica firmas proteicas; Annocript 
(47), el cual permite anotar probables RNAs largos 
no codificantes; y KAAS (48), el cual mapea a las 
secuencias proteicas en rutas metabólicas y de 
señalización. 
 Actualmente, la anotación de las secuencias de 
organismos no modelo depende de las secuencias 
depositadas en bases de datos de acceso público, 
las cuales a su vez fueron anotadas a partir de or-
ganismos modelo. Esto representa una limitante, 
pues en los organismos no modelo sólo se podrá 
anotar a aquellas secuencias que contengan a un 
ortólogo putativo anotado en el genoma de alguna 
especie modelo. Adicionalmente, las secuencias 
de RNA que carecen de marco abierto de lectura, 
tales como los RNAs largos no codificantes o los 
precursores de microRNAs, serán difíciles de anotar 
pues presentan tasas de evolución más altas y por 
lo tanto más divergencia entre especies (49-50). 
De esta forma, el porcentaje de secuencias no 
anotadas, así como el número de secuencias con 
anotaciones de baja calidad, será proporcional a la 
distancia evolutiva entre el organismo en estudio y 
el organismo modelo más cercano.

Mapeo de lecturas y evaluación de la expresión 
diferencial

Uno de los objetivos más comunes de los experi-
mentos de RNA-seq es identificar a los transcritos 
que se regulan de manera diferencial entre dos 
condiciones. Existen distintas herramientas gratui-
tas que permiten mapear lecturas sobre los contigs 
cuando no se cuenta con un genoma de referen-
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cia, entre ellas destaca RSEM (51). Los algoritmos 
para mapear lecturas sobre los contigs funcionan, 
básicamente, a partir de alineamientos globales 
entre las lecturas procesadas y las secuencias de 
referencia. Cada algoritmo presenta sus propias 
ventajas y desventajas respecto a los demás, par-

ticularmente en la calidad de los alineamientos y la 
versatilidad para evaluar los costos de las diferencias 
de un solo nucleótido, o mismatches, y la apertura 
y extensión de gaps. Un análisis comparativo de 
los distintos algoritmos para mapeo de lecturas 
cortas de RNA-seq (52), provee de la información 

Figura 6. Ensamblaje de novo del transcriptoma. Las lecturas obtenidas, en este caso a partir de la plataforma 
Illumina/Solexa, se descomponen virtualmente en palabras, o k-meros, de un tamaño particular definido por el 
usuario y ejemplificado aquí con un tamaño k=7 (A). Estos k-meros se utilizarán para construir alineamientos que 
permitan extender a la secuencia hacia los extremos 3’ y 5’. Cuando existen dos k-meros que permiten extender el 
mismo extremo, se abre una burbuja, la cual colapsa mediante la adición de un k-mero común para ambas variantes 
(B). La gráfica se colapsa al fusionar las regiones sobrelapantes de los k-meros (C) y se leen las posibles variantes 
ensambladas del transcrito (D).
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necesaria para decidir entre los diferentes algorit-
mos que existen según los criterios que resulten 
más relevantes en cada experimento. El mapeo 
de las lecturas sobre las secuencias de referencia, 
en este caso los transcritos ensamblados de novo, 
es el primer paso para estimar el nivel de expre-
sión de cada uno de los contigs. Esto se logra al 
mapear y cuantificar, por separado, a las lecturas 
que se obtuvieron para cada condición y evaluar si 
existen diferencias significativas entre el número 
de lecturas que mapean sobre cada contig en las 
distintas condiciones. Existen diferentes métodos 
estadísticos para la evaluación de la expresión 
diferencial, los cuales pertenecen a los algoritmos 
paramétricos, cuando éste asume algún tipo de 
distribución estadística de los datos de expresión; 
o a los algoritmos no paramétricos, los cuales no 
ajustan ni asumen ningún tipo de distribución de 
los datos a priori. Los algoritmos paramétricos 
por lo general asumen una distribución binomial 
negativa de los datos, lo cual implica que al com-
parar dos muestras biológicas distintas se espera 
que la mayor parte de los transcritos no muestren 
diferencias significativas en su nivel de expresión. 
Entre los algoritmos paramétricos más utilizados 
se encuentran edgeR y DESEQ2 (53-54). Por su 
parte, NOISEQ es el algoritmo no paramétrico más 
ampliamente utilizado, el cual además permite 
simular réplicas cuando sólo se tiene una muestra 
biológica por condición (55). Los umbrales en el 
nivel de cambio (“fold change”) de expresión y de 
valor p (“p-value”) para definir a un transcrito como 
diferencialmente expresado se pueden ajustar de 
acuerdo con el rigor de los análisis; en general se 
recomienda ser más estricto cuando se dispone de 
pocas réplicas biológicas y se puede ser más laxo 
a medida que el número de réplicas biológicas por 
condición crece. Cabe mencionar que aunque el 
RNA-seq ha mostrado ser una herramienta muy útil 
y precisa, cuando se disponen de pocas muestras 
con pocas réplicas, es aconsejable realizar medi-
ciones del nivel de abundancia de los transcritos 
por un método independiente, siendo los ensayos 
de PCR en tiempo real a partir de cDNA (RT-qPCR) 
el método de elección.

Aplicaciones del RNA-seq

La rápida adopción del RNA-seq como herramien-
ta para el estudio de procesos biológicos permea 
actualmente en una gran diversidad de disciplinas. 
En el área de la biología evolutiva, por ejemplo, el 
análisis del transcriptoma del tomate domesticado y 
de algunas especies silvestres se utilizó para com-
parar los patrones de expresión de distintos genes 
para identificar a aquellos que fueron seleccionados 

artificialmente durante la domesticación de ésta 
solanácea, así como los tipos de presión evolutiva 
que actuaron sobre esta especie durante distintas 
etapas de su domesticación y diferentes eventos 
de hibridación con especies silvestres (56). En este 
ejemplo, el mapeo de las lecturas de RNA se realizó 
sobre un congénere con genoma secuenciado, es 
decir, sobre el genoma de referencia de una es-
pecie perteneciente al mismo género taxonómico. 
El conjunto de lecturas que no mapearon sobre el 
genoma de referencia se utilizaron para realizar 
un ensamblaje de novo e identificar transcritos 
putativos específicos de las especies silvestres.
Por otro lado, proyectos colaborativos como el 
OneKP, en el cual se secuenciaron los transcrip-
tomas de más de 1,300 especies pertenecientes 
a distintas familias de plantas, han permitido 
realizar análisis de transcriptómica comparativa 
para obtener filogenias moleculares con mejor 
resolución (57, 58); dilucidar el origen evolutivo, 
por ejemplo, de algunos receptores de hormonas 
vegetales (59) y de las desacetilasas de histonas 
(60) mediante la neofuncionalización de genes; 
analizar la divergencia de regiones regulatorias 
para la subfuncionalización y neofuncionalización 
de factores transcripcionales y su importancia en 
la remodelación de redes de regulación genética 
(61), entre otros.
 Adicionalmente, el RNA-seq se ha empleado 
como herramienta para la exploración de procesos 
bioquímicos tales como la síntesis de metaboli-
tos secundarios, por ejemplo, de la planta del té 
(Camellia sinensis; 62) o del peyote (Lophophora 
williiamsii; 63); así como la caracterización del 
gametofito de los helechos (64), la caracterización 
de interacciones planta-patógeno (65), o la explo-
ración de programas particulares del desarrollo, 
tales como el agotamiento del meristemo apical 
de la raíz en cactáceas (66).
 El rápido desarrollo de las tecnologías de se-
cuenciación, y de procesamiento de información 
masiva, permite actualmente que el RNA-seq ofrez-
ca oportunidades diversas y atractivas en distintas 
áreas de la ciencia. Por ejemplo, la combinación 
del RNA-seq y de las técnicas histológicas permite 
realizar análisis de transcriptómica espacial para 
generar atlas de expresión con resolución a nivel 
de tejido (67). Por otro lado, la combinación con 
la técnica de separación de células asistida por 
dinámica de fluidos (FACS) permite secuenciar el 
transcriptoma de un solo tipo celular o de células 
únicas (68). La adopción de estas tecnologías per-
mea ya en el estudio de diferentes especies modelo, 
y más lentamente, en especies cuyo genoma aún 
no está secuenciado, con lo cual se ampliará el 
estudio de especies no modelo y en consecuencia, 
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