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RESUMEN 

La berenjena común (Solanum melongena L., 2n = 2x = 24) es la sexta hortaliza con mayor producción 

mundial, ocupando el tercer lugar entre las solanáceas, después del tomate y la patata. A pesar de su 

gran relevancia, en comparación con otros cultivos económicamente importantes y especies modelo, 

se ha quedado rezagada en el avance de herramientas genómicas. Sin embargo, el progreso 

tecnológico, la disminución de los costes de secuenciación y los avances logrados en el desarrollo de 

programas bioinformáticos están permitiendo la reducción de la brecha entre especies en términos 

de disponibilidad de recursos genómicos. Esto se refleja en el acceso a genomas de referencias, incluso 

de cultivos minoritarios, así como en la adopción de nuevas estrategias de genotipado masivo, como 

el skim whole genome resequencing (SWGR), que permite la identificación de un gran número de 

polimorfismos, incluso a bajas coberturas de secuenciación (<10X). 

Para analizar y optimizar la estrategia SWGR en berenjena, se evaluaron cinco coberturas de 

secuenciación (1-5X) generadas in silico. La evaluación consistió en el mapeo de las lecturas contra el 

genoma de referencia de berenjena 67/3, el marcado de las secuencias duplicadas, la identificación 

de polimorfismos y su filtrado a diferentes profundidades mínimas de mapeo (1-10FD). Finalmente, 

cada conjunto de datos se comparó con un estándar de referencia resultante de la resecuenciación a 

20X del mismo genotipo. En relación a la identificación de polimorfismos, se observó una reducción 

en el número de variantes al marcar las secuencias duplicadas con respecto a no marcarlas, salvo para 

coberturas de secuenciación bajas (1X). El número de polimorfismos identificados aumentó con la 

cobertura de secuenciación (227.346 y 932.989 polimorfismos a 1X y 5X, respectivamente, filtrando a 

1FD), y disminuyó al aplicar filtros de cobertura mínima más altos (3.248 y 62.802 polimorfismos a 1X 

y 5X, respectivamente, filtrando a 10FD). El uso de coberturas de secuenciación más bajas ofrece una 

mayor precisión a nivel de polimorfismos y genotipos con respecto al estándar de referencia al utilizar 

umbrales de profundidad mínima bajos (1-4FD), alcanzando el 69% y 62% a 1X y 5X para 1-2FD, 

respectivamente, mientras que se alcanza una mayor precisión con el uso de coberturas de 

secuenciación más altas al utilizar filtros de umbral más alto (5-10FD), siendo del 43% y 54% a 1X y 5X 

para 10FD, respectivamente. 

Este estudio ofrece una valiosa evaluación de parámetros relevantes a considerar en la caracterización 

genotípica de la berenjena mediante SWGR, tomando en cuenta variables económicas, número de 

genotipos, abundancia de polimorfismos y tipo de estudio o programa de mejora, entre otras. Es por 

ello que la mejor combinación de cobertura de secuenciación y filtrado de polimorfismos debe ser 

evaluada en cada caso concreto. En términos generales, los resultados indican que SWGR es una 

herramienta efectiva, rentable y pragmática para el análisis genético y genómico de la berenjena, lo 

que permitirá a los investigadores avanzar en el desarrollo de nuevos recursos genéticos y a los 

mejoradores implementar programas de mejora más precisos, rápidos y eficientes.  

Palabras clave: berenjena; genotipado; skim whole genome resequencing; cobertura de 

secuenciación; estándar de referencia. 
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1.1. LA BERENJENA 

1.1.1. Clasificación taxonómica 

La berenjena común (Solanum melongena L., 2n = 2x = 24) es una especie perteneciente a la familia 

Solanaceae y al género Solanum, específicamente al subgénero Leptostemonum, que se distingue por 

agrupar especies espinosas (Bohs, 2005). Esta familia comprende 101 géneros, entre los que se 

encuentran varios importantes a nivel económico y hortícola, como Nicotiana y Petunia (Stehmann et 

al., 2000; Lewis, 2011). El género Solanum no es únicamente importante por su gran tamaño, llegando 

a agrupar aproximadamente 1.500 especies (Frodin, 2004), sino que también lo es por agrupar 

especies de gran importancia económica para los humanos, como la patata (S. tuberosum) (Spooner, 

1990) y el tomate (S. lycopersicum) (Tanksley, 2004), además de la berenjena.  

El cultivo de berenjena se encuentra extendido por todos los continentes, a excepción de La Antártida, 

ocupando un rango diverso de hábitats, desde bosques tropicales hasta desiertos. Sin embargo, se 

cultiva más ampliamente en los países del Sudeste Asiático, de África y del Mediterráneo (Bean, 2004; 

Aubriot et al., 2016; Vorontsova and Knapp, 2016). Además de la berenjena común, existen otras dos 

especies de berenjena cultivadas, la berenjena gboma (S. macrocarpon) y la berenjena escarlata (S. 

aethiopicum), las cuales se cultivan localmente en África o como cultivos menores en otros lugares 

(Schippers, 2000). 

1.1.2. Descripción botánica y agronómica 

Al igual que en muchas otras especies, existe una elevada variación fenotípica y diversidad metabólica 

entre variedades (Martínez-Ispizua et al., 2021). Solanum melongena se caracteriza por ser una planta 

herbácea, a pesar de que sus tallos poseen tejidos que le otorgan una apariencia de arbusto, con una 

estatura que puede variar de 1,0 a 1,8 m y con un sistema radicular que puede llegar a un metro de 

profundidad (AVGRIS, 2022). En líneas generales, sus hojas son lobuladas, gruesas y de color verde, 

presentando nerviaciones con espinas y reversos revestidos con vellosidades grisáceas. Las flores son 

pentaméricas y con sépalos constantes. El cáliz es espinoso, aunque actualmente se tiende a cultivar 

variedades de cáliz sin espinas. El color de los pétalos varía desde el blanco hasta el morado oscuro 

pasando por el azul (AVGRIS, 2022). Tras la etapa de cuajado, se obtiene una baya unida a la planta 

por un largo pedúnculo. Se trata de un fruto carnoso, por lo general, alargado y ovoide, con carne dura 

y piel gruesa, en cuyo interior se alberga una gran cantidad de pequeñas semillas. La epidermis es 

llana y brillante, y su color varía entre genotipos, desde morado oscuro a morado claro, existiendo 

variedades con frutos blancos, verdes o casi negros (Figura 1) (García Fortea et al., 2021; Martínez-

Ispizua et al., 2021; AVGRIS, 2022). 

  
Figura 1. Diferentes fenotipos de frutos de S. melongena según la accesión: (A) MM1597, (B) Black Beauty, (C) IVIA371, (D) 

MEL3, (E) MEL1 (Adaptación de García Fortea et al., 2021). 

En cuanto a las condiciones edafoclimáticas óptimas para su desarrollo vegetativo, las temperaturas 

han de rondar los 27 – 32 oC a lo largo del día y los 21 – 27 oC durante la noche. El desarrollo de los 

frutos se ve favorecido cuando la temperatura oscila los 22 – 26 oC. La humedad ideal para su cultivo 

varía entre el 50 al 65%. También se recomienda realizar el cultivo en suelos francos y profundos, 

A B C D E 
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puesto que la raíz es vigorosa y profunda, y evitar los suelos arcillosos (Maroto, 2002; García Fortea et 

al., 2021). 

1.1.3. Importancia económica  

La berenjena es uno de los cultivos económicamente más importantes, ocupando la tercera posición 

entre las solanáceas, después de la patata y el tomate, y la sexta entre los cultivos hortícolas, con una 

producción global de 58,6 M de toneladas en 2021 (FAOSTAT, 2022). Actualmente, el principal país 

productor es China (37,43 Mt), seguido de India (12,87 Mt) y Egipto (1,29 Mt) (Figura 2) (FAOSTAT, 

2022). España ocupa el décimo puesto a nivel global; sin embargo, es el segundo país europeo con 

mayor producción, por detrás de Italia (Figura 2). En 2021, en el territorio español se produjeron 

265.300 toneladas en 3.600 hectáreas (FAOSTAT, 2022). El cultivo de la berenjena tiene lugar 

fundamentalmente en Andalucía y, más concretamente, en la provincia de Almería. Esta comunidad 

concentra más de un 80% de la producción nacional, con 245.760 toneladas en una extensión de 

cultivo de 2.871 hectáreas, seguida por la Comunidad Valenciana, con 12.702 toneladas en una 

extensión de 251 hectáreas (MAPA, 2021). 

 
Figura 2. Distribución de la producción mundial de berenjena entre los 13 países más productores. China: 37,43 

Mt; India: 12,87 Mt; Egipto: 1,29 Mt; Turquía: 0,83 Mt; Indonesia: 0,68 Mt; Irán: 0,60 Mt; Bangladés: 0,59 Mt; 

Italia: 0,31 Mt; Japón: 0,28 Mt; España: 0,27 Mt; Siria: 0,25 Mt; Filipinas: 0,24 Mt; Irak: 0,22 Mt (FAOSTAT, 2022).  

1.1.4. Origen y domesticación  

A pesar de los estudios realizados sobre el origen y la domesticación de la berenjena, aún existe cierto 

grado de incertidumbre acerca del trayecto evolutivo de esta especie cultivada. Tradicionalmente, 

India y el sureste de Asia han sido consideradas como las dos regiones de origen más probables de la 

berenjena común, debido a la presencia de registros escritos igualmente antiguos sobre el uso de 

berenjenas, además de una amplia diversidad de razas autóctonas y de parientes silvestres cercanos 

(Vavilov, 1951; Meyer et al., 2012). Sin embargo, estudios genéticos recientes realizados por Page et 

al., (2019) han identificado la región de Malasia, Tailandia e Indonesia como el centro de 

domesticación de la berenjena.  

Uno de los parientes silvestres más cercanos de la berenjena cultivada es S. incanum, especie nativa 

de África, que fue transportada hasta la región Indo-China, donde evolucionó el verdadero ancestro 

de la berenjena cultivada, S. insanum (Weese and Bohs, 2010; Knapp et al., 2013). Éste se dividió en 

dos grupos: uno occidental formado por accesiones indias y otro oriental formado por accesiones de 

Tailandia, Indonesia y Malasia, siendo el segundo, como bien se ha adelantado anteriormente, el 



4 
 

grupo a partir del cual se domesticó la berenjena común (Page et al., 2019). A pesar de la falta de 

información acerca de cuándo apareció la especie S. melongena, su distribución a lo largo de todos los 

continentes sí que se puede situar de forma aproximada en el tiempo. El cultivo de berenjena se 

extendió hacia el este, alcanzando Japón alrededor del siglo VIII, y posteriormente hacia el oste a lo 

largo de la Ruta de la Seda, llegando a Europa y África durante el s. XIV. Más tarde se introdujo en 

América, poco después de la llegada de los europeos (Prohens et al., 2005). 

Como consecuencia del proceso de domesticación, la berenjena cultivada presenta una menor 

diversidad genética que su ancestro y otras especies silvestres estrechamente relacionadas 

(Vorontsova et al., 2013; Page et al., 2019), al igual que ocurre en otros cultivos, sobre todo 

autógamos, como el tomate (Bellucci et al., 2014; Gao et al., 2019). Además, los procesos de selección 

a los que son sometidos continuamente los cultivares reducen aún más la diversidad genética presente 

en los mismos (Fu, 2015). Por tanto, se presenta la posibilidad de utilizar los recursos genéticos de las 

especies silvestres para mejorar los cultivares actuales y que puedan adaptarse a nuevas condiciones 

edafoclimáticas (Swarup et al., 2021).  

1.1.5. Especies silvestres estrechamente relacionadas 

El interés en las especies silvestres de cultivos importantes desde el punto de vista económico y 

agronómico reside, fundamentalmente, en su uso como fuentes de resistencias y/o tolerancias frente 

a estreses tanto bióticos como abióticos. Esto se debe a que se pueden encontrar en una amplia gama 

de condiciones ambientales (Vorontsova and Knapp, 2016) y, por lo tanto, pueden presentar una gran 

diversidad alélica para características agronómicas importantes (Namisy et al., 2019; Brenes et al., 

2020; Kouassi et al., 2021). Estas especies también son variables en cuanto a compuestos del fruto, 

tales como fenoles y ácidos, por lo que se pueden utilizar para mejorar la calidad de las berenjenas 

cultivadas (Kaushik, 2020). 

En función de la facilidad de hibridación y de las relaciones filogenéticas con la berenjena cultivada, 

las especies silvestres se pueden clasificar en diferentes acervos genéticos. El acervo primario está 

constituido únicamente por la propia berenjena común y su ancestro S. insanum, con el que se puede 

cruzar fácilmente y dar lugar a híbridos fértiles (Figura 3) (Ranil et al., 2017). Esta especie silvestre se 

encuentra distribuida por India y el sureste asiático. Se caracteriza por presentar flores pentámeras 

de estilo largo y fruta verde con pulpa jugosa (Figura 4) (Knapp et al., 2013). El acervo secundario 

incluye especies del “clado berenjena” (S. campylacanthum, S. lichtensteinii y S. linnaeanum), la 

hermana “grado anguivi”, como S. anguivi y S. dasyphyllum, ancestros silvestres de las berenjenas 

escarlata y gboma, respectivamente, y el “clado Madagascar” (S. pyracanthos) (Figura 3) (Vorontsova 

et al., 2013). Por último, en el acervo terciario podemos encontrar especies más alejadas, como S. 

torvum o S. sisymbriifolium (Figura 3), con las que en ocasiones es posible obtener híbridos estériles 

o con baja fertilidad tras emplear técnicas tales como el rescate de embriones o la hibridación 

somática (Plazas et al., 2016). 
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Figura 3. Relación taxonómica de la berenjena cultivada (S. melongena) con otras especies cultivadas (marcadas con un 

asterisco) y silvestres del género Solanum junto con el acervo genético al que pertenecen. GP1: acervo primario; GP2: acervo 

secundario. GP3: acervo terciario (Taher et al., 2017). 

 
Figura 4. Fruto y flor del ancestro S. insanum. A: fruto verde con el cáliz espinoso. B: flor pentamérica de color morado unida 

a un tallo espinoso (Toppino et al., 2021). 

1.2. IMPORTANCIA Y DESARROLLO DE LA GENÓMICA 

Uno de los principales avances de la genómica tiene que ver con el desarrollo de la tecnología de 

secuenciación, entendida como el proceso por el cual es posible conocer la estructura primaria o 

secuencia de nucleótidos de una determinada región genómica o del genoma completo de uno o de 

un conjunto de individuos. Se trata de una poderosa herramienta en la investigación genética y 

genómica de plantas que se implementó en los laboratorios a finales del siglo XX, siendo la 

secuenciación de Sanger la técnica que más ha trascendido (Maxam and Gilbert, 1977; Sanger et al., 

1977). En las últimas décadas se han desarrollado las plataformas de secuenciación de segunda 

generación (NGS), que destacan por su alta velocidad de procesamiento, el bajo costo y su capacidad 

para secuenciar el genoma completo de un individuo (Metzker, 2010). Las más empleadas en el ámbito 

de la genómica, tanto con plantas modelo como con plantas no modelo, han sido 454/Roche, 

ABI/SOLiD, Helicos y Illumina/Solexa (Unamba et al., 2015). Sin embargo, existe una mejora continua 

de dichas plataformas, lo que conlleva la disponibilidad de nuevos y alternativos métodos de 

secuenciación. Un ejemplo es DNBSeq, una reciente plataforma de secuenciación que se ha 

desarrollado con el objetivo de servir de alternativa a Illumina utilizando nanopartículas de ADN (DNB) 

y síntesis combinatoria de sonda-ancla (cPAS) (Patterson et al., 2019).  

A B 
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La propia evolución tecnológica y la reducción de costes que ha experimentado la metodología de 

secuenciación (Wetterstrand, n.d.), ha abierto una gran ventana para el desarrollo de recursos 

genéticos que hasta la fecha no habían estado disponibles. Uno de estos recursos son los genomas de 

referencia, es decir, la secuencia completa y, en el mejor de los casos, anotada del genoma de un 

determinado individuo de una especie concreta (Figura 5). El primer genoma disponible fue el de 

Arabidopsis thaliana en el año 2000 (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Dos años más tarde 

se publicó el de arroz, siendo el primer cultivo en tener su genoma secuenciado (Yu et al., 2002). La 

disponibilidad del genoma de referencia de un cultivo acelera drásticamente la mejora del mismo, 

pues posibilita acceder a la información de su conjunto completo de genes y de elementos 

reguladores, así como conocer su estructura genómica básica (Purugganan and Jackson, 2021). Otro 

recurso sobre el que han tenido un gran impacto las nuevas plataformas de secuenciación han sido 

los marcadores moleculares, que son fragmentos de ADN asociados con un carácter en concreto que 

presentan diferencias entre organismos individuales o especies (Kordrostami and Rahimi, 2015). Antes 

de la era de la secuenciación de segunda generación, los marcadores que se empleaban eran, sobre 

todo, los polimorfismos de longitud de fragmento de restricción (RFLPs) (Burr et al., 1983) y los 

polimorfismos de longitud de fragmento amplificados (AFLPs) (Angiolillo et al., 1999). Sin embargo, 

presentaban una serie de problemas, tales como su limitada cobertura del genoma, la necesidad de 

elaborar un gran número de electroforesis, lo cual suponía un consumo importante de recursos y 

tiempo, y su alto coste. Todo ello ha desencadenado que en las últimas décadas hayan sido sustituidos 

por los marcadores basados en secuencia, tales como las repeticiones de secuencia simple (SSRs) (Liu 

et al., 2018) y los SNPs (Jing et al., 2019). Ambos marcadores son codominantes, robustos y fáciles de 

identificar mediante las plataformas de NGS (Mishra et al., 2022). No obstante, los SNPs son más 

ampliamente utilizados en los diferentes análisis genómicos debido a su mayor abundancia, ubicuidad 

y facilidad de automatización (Thomson, 2014).  

 
Figura 5. Genomas de especies vegetales publicados. Número de genomas de plantas secuenciados a nivel cromosómico 

y no cromosómico desde la publicación del genoma de Arabidopsis thaliana en el año 2000 hasta el año 2020 (Sun et al., 

2022). 

Los marcadores moleculares tienen infinidad de aplicaciones en el ámbito de la mejora genética 

vegetal. Una de las más importantes es la selección asistida por marcadores moleculares, que consiste 

en genotipar en plántulas los marcadores estrechamente vinculados a un determinado carácter con 

el fin de predecir su fenotipo para dicho carácter (Nayak et al., 2017). Esto permite seleccionar 

individuos antes de que el carácter en cuestión se manifieste y pueda realizarse una detección 
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fenotípica, y ayuda en la selección en base a caracteres cuya evaluación fenotípica es compleja 

(Moodley et al., 2019; Rana et al., 2019; Wang et al., 2019). Por otra parte, en muchas ocasiones, el 

objetivo final, más allá de identificar marcadores asociados al carácter, es conocer el gen o el locus de 

rasgo cuantitativo (QTL) responsable del fenotipo, que se puede clonar y utilizar para la mejora vegetal 

desde la perspectiva de la transformación genética (Akano et al., 2002; Liu et al., 2012; Wu et al., 

2019a). Los marcadores moleculares también se han empleado en estudios filogenéticos, para 

entender las relaciones evolutivas dentro y entre especies, para distinguir cultivares estrechamente 

relacionados y para caracterizar las accesiones de germoplasma vegetal (Sukhotu and Hosaka, 2006; 

Calonje et al., 2009; Butiuc-Keul et al., 2019; Jamil et al., 2021). 

1.2.1. Genotipado por secuenciación (GBS) 

El proceso por el cual se determinan las diferencias entre los genomas de diferentes individuos o, lo 

que es lo mismo, se identifican marcadores moleculares, se conoce como genotipado (Davey et al., 

2011). Hasta la fecha se han desarrollado y utilizado diversas herramientas de genotipado que se 

basan en diferentes aproximaciones moleculares. Las más destacables, aunque no las únicas, son: (1) 

extensión de cebadores que hibridan en la región adyacente al polimorfismo, de forma que la primera 

base que se incorpora a la secuencia bajo la acción de la ADN polimerasa permite la identificación del 

genotipo, ya sea mediante fluorescencia o espectrometría de masas (Sokolov, 1990); (2) hibridación 

de una sonda específica de alelo (LGC Biosearch Technologies, 2013); y (3) corte con enzimas de 

restricción para identificar polimorfismos localizados en sitios de restricción (Lyamichev et al., 1999) 

(Figura 6). Sin embargo, estas estrategias de genotipado requieren la previa identificación del 

polimorfismo, su validación y el diseño de los cebadores, las sondas o la elección de las enzimas de 

restricción a emplear. Además, considerando que en la mayoría de los casos se aplican en forma de 

arrays de SNPs, con frecuencia no están disponibles para cultivos de especies no modelo y no 

posibilitan la identificación de nuevos loci (Rasheed et al., 2017). 

 
Figura 6. Tecnologías de genotipado de SNP. A: Extensión de cebadores. El cebador hibrida en la posición anterior al SNP, 

de forma que, según el nucleótido que sea añadido por la ADN polimerasa se puede conocer el genotipo del SNP. B: 

Hibridación de sondas específicas de alelo. Conociendo la secuencia del genoma, se pueden diseñar sondas que hibriden 

de forma específica. Sin embargo, la presencia de un SNP hace que dicha sonda no hibride. C: Detección de polimorfismos 

posicionados en regiones que reconocen enzimas de restricción. La presencia de un SNP en dichas zonas impide que el 

enzima pueda realizar el corte (Adaptación de Bayés and Gut, 2012). 

Todo ello ha llevado a desarrollar otros métodos de genotipado, como el GBS, que aprovecha el 

potencial de la tecnología de NGS tanto para identificar un gran número de variantes en el genoma 

como para determinar el genotipo que presenta un determinado individuo o conjunto de individuos 

en dichas posiciones (Peterson et al., 2014). Existen dos enfoques para llevar a cabo este tipo de 

genotipado. El primero de ellos es la secuenciación de representación reducida (RRS) (van Tassell et 

al., 2008; Hegarty et al., 2013), en la que se lleva a cabo un paso de reducción de la complejidad de la 

biblioteca de secuencias de ADN. La desventaja de este enfoque es la pérdida de una gran cantidad 

de información acerca de la presencia de variantes en el genoma. Sin embargo, cuenta con la ventaja 

de ser una estrategia económicamente asequible y de no requerir de un genoma de referencia (Tabla 

1) (Scheben et al., 2017). El segundo enfoque es la resecuenciación del genoma completo (WGR) 
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(Ratnaparkhe et al., 2020; Ren et al., 2021), que, a diferencia del anterior, consiste en conseguir una 

representación de todo el genoma del individuo gracias a que prescinde de la reducción de la 

complejidad de la biblioteca de ADN y a la utilización de una cobertura de secuenciación medio/alta. 

No obstante, implica un mayor costo y que, por tanto, únicamente se utilice con genomas de pequeño 

tamaño o en cultivos económicamente más importantes (Tabla 1) (Scheben et al., 2017). Además, 

requiere la disponibilidad de un genoma de referencia. 

1.2.2. Resecuenciación del genoma completo a bajas coberturas. Herramientas bioinformáticas 

Más recientemente, gracias a que los avances tecnológicos han permitido una disminución 

significativa de los costes de secuenciación, posibilitando, entre otras cosas, el ensamblaje de 

genomas de referencia incluso de cultivos minoritarios, se ha implementado una nueva estrategia de 

genotipado, skim whole genome resequencing (SWGR), con la que se consigue una representación 

imparcial de todo el genoma empleando muy bajas coberturas de secuenciación (<10X) (Golicz et al., 

2015; Kumar et al., 2021). Se trata de un método de genotipado de alto rendimiento con el que es 

posible la identificación de una alta densidad de marcadores (Tabla 1) (Malmberg et al., 2018; Happ 

et al., 2019).  

Tabla 1. Comparación entre diferentes técnicas de genotipado por secuenciación: secuenciación de representación reducida 

(RRS), resecuenciación del genoma completo (WGR) y skim whole genome resequencing (SWGR). 

 

Además de por los avances tecnológicos en secuenciación, el genotipado, como el SWGR, se ha visto 

ayudado por el desarrollo de herramientas bioinformáticas, necesarias para el análisis de las 

secuencias obtenidas tras la secuenciación de las moléculas de ADN (Luscombe et al., 2001; Diniz and 

Canduri, 2017). De hecho, hoy en día resultaría inviable manejar y analizar la enorme cantidad de 

datos que se generan a partir de las plataformas de NGS si no fuera por la disponibilidad de equipos 

informáticos que cuentan con una gran memoria de almacenamiento y de programas y/o softwares 

especializados, muchos de ellos basados en el sistema operativo LINUX (Batley and Edwards, 2009; 

Lee et al., 2012).  

El análisis bioinformático de los datos generados por la técnica de genotipado SWGR consta de cinco 

pasos principales. El primero de ellos es el filtrado de las lecturas resultantes de la secuenciación para 

eliminar los adaptadores utilizados en la preparación de las librerías genómicas y en el proceso de 

secuenciación, las lecturas de una reducida longitud y aquellas que presentan una baja calidad (Ewing 

et al., 1998). Para ello, existen diferentes herramientas bioinformáticas (Tabla 2), como fastq-mcf 

(Aronesty, 2011) y trimmomatic (Bolger et al., 2014). Ambos programas son ejecutables mediante la 

terminal de LINUX y funcionan con archivos de extensión FASTA, que es la extensión que suelen 

presentar los archivos generados por NGS, los cuales contienen información de múltiples secuencias 
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de lecturas (Leonard et al., 2006). Una vez llevado a cabo este paso, se pueden emplear herramientas 

como FASTQC (Tabla 2) (Andrews, 2016) para analizar la calidad de los datos en cuanto a longitud de 

secuencia, calidad de base y de secuencia, y proporción de secuencias repetidas, entre otros. Este 

paso se puede realizar adicionalmente con los datos sin filtrar con el fin de evaluar el impacto del 

proceso de filtrado en la calidad de los mismos.  

El siguiente paso consiste en alinear las lecturas remanentes contra el genoma de referencia de la 

especie en estudio o, en caso de no estar disponible, contra el genoma de una especie cercana, para, 

a continuación, poder llevar a cabo la identificación de las variantes genéticas presentes en las lecturas 

en comparación con el genoma de referencia (Li et al., 2008a; Kim et al., 2014). Para realizar el 

alineamiento de las secuencias existe una gran variedad de herramientas informáticas (Tabla 2) 

capaces de alinear billones de lecturas cortas de ADN de forma precisa y rápida. Se pueden diferenciar 

dos grupos de alineadores: los basados en la transformada de Burrows-Wheeler (BWT) (Burrows and 

Wheeler, 1994), como Bowtie (Langmead and Salzberg, 2012), SOAP2 (Li et al., 2008b) y BWA (Li and 

Durbin, 2009); y los basados en el algoritmo de hash (Ning et al., 2001), como MAQ (Li et al., 2008a) y 

Stampy (Lunter and Goodson, 2011). Los primeros se caracterizan por ser rápidos y eficientes en 

memoria, pero menos sensibles que los segundos (Magi et al., 2010; Holtgrewe et al., 2011). La 

elección del alineador es importante, puesto que la precisión con que se lleva a cabo el alineamiento 

de las lecturas repercute en la identificación de las variantes presentes en las muestras de ADN 

analizadas (Altmann et al., 2012). Además, en algunas situaciones también puede existir cierta 

incertidumbre acerca de la región del genoma de referencia con la que se alinea la secuencia en 

cuestión. No obstante, esta cuestión se puede abordar mediante el empleo de lecturas de extremos 

emparejados. El uso de este tipo de lecturas también puede llegar a resolver otros problemas, como 

la dificultad de alinear secuencias cuando existe una alta diversidad entre las lecturas secuenciadas y 

el genoma de referencia, o cuando se trata de una especie poliploide (Lee and Schatz, 2012).  

En ocasiones, antes de proceder a identificar las variantes en las secuencias de ADN, es necesario 

marcar las lecturas que puedan estar duplicadas para evitar problemas de sobrerrepresentación de 

algunas regiones del genoma (Pabinger et al., 2014). Las duplicaciones pueden surgir como 

consecuencia de la acción de la ADN polimerasa durante la preparación de la biblioteca por PCR o 

durante el proceso de secuenciación, ya que las mismas moléculas de ADN pueden secuenciarse varias 

veces (van der Auwera et al., 2013; Ebbert et al., 2016). Por ejemplo, la herramienta MarkDuplicates 

del conjunto de herramientas de Picard utiliza un algoritmo para diferenciar las lecturas primarias de 

las duplicadas (Tabla 2). Esta herramienta analiza archivos con extensión SAM/BAM, que son archivos 

que contienen información sobre el alineamiento de las secuencias. El archivo resultante, también de 

extensión BAM, contiene la misma información que el original, solo que las lecturas duplicadas se 

encuentran marcadas como tales (van der Auwera et al., 2013). 

La identificación de variantes en las secuencias de ADN es un paso importante en el análisis de datos 

de NGS, que implica la identificación de mutaciones que han de ser respaldadas por varias lecturas. 

Existen herramientas basadas en métodos heurísticos, como SAMTools (Li et al., 2009) y VarScan 

(Koboldt et al., 2009), y herramientas basadas en métodos probabilísticos, como GATK (McKenna et 

al., 2010), FreeBayes (Garrison and Marth, 2012) y SOAPsnp (Li et al., 2008b) (Tabla 2). GATK engloba 

un conjunto de herramientas bioinformáticas, entre las que se encuentra HaplotypeCaller, que 

permite identificar SNPs, inserciones y deleciones simultáneamente haciendo un reensamblaje local 

y considerando los haplotipos. Por defecto, es muy permisivo, lo cual conlleva un alto número de 

falsos positivos (van der Auwera et al., 2013). En cuanto a Freebayes, este es más rápido que GATK y 

emplea las secuencias reales, sin necesidad de hacer reensamblajes (Yao et al., 2020a). Debido a que 

no existe una herramienta perfecta a la hora de detectar únicamente los polimorfismos reales, resulta 
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necesario realizar un paso de filtrado de las variantes genéticas identificadas (Tabla 2). Se pueden 

filtrar por calidad, por frecuencia del alelo menor y por porcentaje de datos faltantes entre todos los 

genotipos, entre otros (Lee et al., 2012; Yao et al., 2020a). Este paso es fundamental, sobre todo en el 

SWGR, puesto que, debido a la baja cobertura de secuenciación, contra una posición concreta del 

genoma únicamente se alinearán unas pocas lecturas, por lo que es difícil diferenciar entre una 

verdadera variante genética, un genotipo heterocigoto o un error de la secuenciación. También se 

utilizan otros métodos para identificar y descartar los falsos positivos, como el empleo de dos 

programas bioinformáticos diferentes para llevar a cabo la identificación de los polimorfismos (Yeo et 

al., 2014; Yao et al., 2020a) o su comparación con un estándar de referencia, es decir, con un conjunto 

de variantes que se asumen que son correctas, identificadas a coberturas de secuenciación superiores, 

por ejemplo, de 10X o 20X, o contrastadas en experimentos distintos y/o mediante el empleo de 

distintas técnicas de genotipado (Malmberg et al., 2018). 

Una vez identificadas y filtradas las variantes, se puede llevar a cabo, en función de la finalidad del 

análisis, un paso de imputación con el fin de incrementar la densidad de marcadores, puesto que, 

debido a la baja cobertura de secuenciación empleada y a los diversos pasos de filtrado, es posible 

que el número de variantes genéticas identificadas se vea reducido (Pasaniuc et al., 2012; Gorjanc et 

al., 2017). Específicamente, la imputación consiste en estimar el genotipo de un SNP no identificado y 

se fundamenta en el desequilibrio de ligamiento entre variantes, es decir, en el hecho de que no se 

producen recombinaciones entre dos polimorfismos muy cercanos en el genoma (Halperin and 

Stephan, 2009). Para llevar a cabo este proceso, resulta fundamental contar con un conjunto de datos 

de referencia, como una población debidamente caracterizada, pues la disponibilidad de este tipo de 

datos facilita en gran medida la imputación de los genotipos faltantes (Chung et al., 2017). 

Tabla 2. Herramientas bioinformáticas disponibles para realizar cada uno de los pasos del análisis bioinformático de los datos 

generados por la técnica de genotipado SWGR. 

 

El SWGR se empleó por primera vez en líneas recombinantes consanguíneas de arroz (RILs) 

secuenciadas a una cobertura de 0,02X con el objetivo de identificar puntos de recombinación en la 

población, lo cual mejora la precisión de la detección de QTLs y la eficiencia y la tasa de éxito a la hora 
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de clonar genes (Huang et al., 2009). También se ha empleado en una población de individuos doble 

haploides (DHs) de colza con coberturas de secuenciación desde 0,1X hasta 7X y en RILs de garbanzo 

aplicando coberturas de secuenciación de aproximadamente 7X y 9X, para evaluar la frecuencia y 

distribución de los eventos recombinantes (Bayer et al., 2015). Por su parte, Clot et al. (2023) 

emplearon una cobertura de secuenciación media de 1,5X en una población de patata para identificar 

QTLs involucrados en el rendimiento de tubérculos y en la producción de polen. Los datos generados 

mediante el SWGR también se pueden emplear para caracterizar finamente variantes estructurales, 

las cuales exhiben una asociación enriquecida con rasgos fenotípicos. Se han realizado análisis de este 

tipo en maíz, utilizando una cobertura de secuenciación media de 0,3X (Lu et al., 2015), y en trigo, con 

coberturas de secuenciación desde 0,01X hasta 1X (Adhikari et al., 2022). En conclusión, los recursos 

generados gracias a la información obtenida con el SWGR permiten el avance tanto de la investigación 

básica como de la mejora genética de muchos cultivos.   

1.2.3. Poblaciones experimentales 

Las poblaciones experimentales, conocidas como mapping populations, son poblaciones segregantes 

desarrolladas generalmente a partir del cruce de dos o más líneas genéticamente distintas (Singh and 

Singh, 2015). Concretamente, los mejoradores y los genetistas moleculares las utilizan para mapear 

genes o QTLs involucrados en el control de caracteres de interés (Goncalves-Vidigal et al., 2020; Liu et 

al., 2020; Mangino et al., 2022). También ayudan en la determinación de distancias genéticas entre 

pares de loci y en la identificación de marcadores moleculares ligados a éstos para su uso en la 

selección asistida por marcadores (Singh and Singh, 2015). Cabe destacar que estas aplicaciones, e 

incluso la propia caracterización genética de las poblaciones experimentales, se han visto facilitadas y 

apoyadas por los avances y la reducción de costes que han sufrido las tecnologías de secuenciación 

(Wetterstrand, n.d.; Yan et al., 2020; Purugganan and Jackson, 2021). Se pueden distinguir dos grupos 

de poblaciones experimentales en función del número de parentales que se empleen para su 

desarrollo: poblaciones biparentales o poblaciones multiparentales. Entre las primeras podemos 

encontrar DH, RIL, líneas casi isogénicas (NIL) y líneas de introgresión (ILs), entre otras; y entre las 

poblaciones multiparentales destacan las poblaciones multiparentales de intercruzamientos 

avanzados (MAGIC) y las poblaciones anidadas para mapeo por asociación (NAM) (Singh and Singh, 

2015). Por ejemplo, las RILs son líneas homocigotas producidas por la continua autofecundación de 

plantas F2 (Burr and Burr, 1991), y las ILs son un conjunto de líneas homocigóticas, cada una de las 

cuales lleva en su genoma un solo segmento cromosómico, diferente entre líneas, del parental 

donante en el fondo genético del parental recurrente (Eshed and Zamir, 1994). Por otro lado, tanto 

las poblaciones NAM como las poblaciones MAGIC comprenden varias RILs. Mientras que las líneas de 

la población NAM comparten el genoma de uno de los genotipos parentales (Kitony et al., 2021), las 

líneas de la población MAGIC comparten el genoma de los múltiples parentales empleados en los 

cruzamientos (Mackay and Powell, 2007). 

Tradicionalmente, se vienen utilizando las poblaciones biparentales para el mapeo de genes o QTLs 

(Wang et al., 1994; Cui et al., 2011; Liu et al., 2020); sin embargo, las principales desventajas de estas 

poblaciones son que tan sólo se pueden analizar los alelos derivados de los dos parentales y que la 

recombinación genética suele ser baja, por lo que la resolución en la identificación de genes o QTLs 

acostumbra ser limitada (Tabla 3) (Bergelson and Roux, 2010). Es por todo ello que en los últimos años 

el empleo de poblaciones multiparentales se ha visto favorecido, ya que presentan una variación 

genética y diversidad fenotípica mucho mayor (Yan et al., 2020; Mangino et al., 2022). Además, al 

aumentar el número de recombinaciones, aumenta la precisión y resolución del mapeo de genes o 

QTLs (Tabla 3) (Valdar et al., 2006). No obstante, es preciso tener en cuenta que, al ser poblaciones 

en las que participa un mayor número de líneas parentales, se requieren tamaños poblacionales 
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superiores para poder identificar todos los eventos recombinantes posibles, y que el tiempo y costo 

de creación también son mayores que los requeridos en la creación de poblaciones biparentales (Tabla 

3) (Bernardo, 2021). Adicionalmente, se requiere un mayor número de marcadores moleculares para 

el análisis del genoma de cada una de las líneas resultantes, puesto que la complejidad estructural de 

éste se incrementa con el número de líneas parentales empleadas en el cruzamiento inicial 

(Samantara et al., 2021). Sin embargo, ha dejado de ser una limitación gracias al desarrollo de la 

tecnología NGS, al establecimiento de genomas de referencia de alta calidad y a los avances que han 

tenido lugar en el campo de la bioinformática.  

Tabla 3. Comparación entre varias poblaciones experimentales: líneas recombinantes consanguíneas (RIL), líneas de 

introgresión (IL), población multiparental de intercruzamientos avanzados (MAGIC) y población anidada para mapeo por 

asociación (NAM) (Adaptación de Bohra, 2013). 

 

En el año 2000, Mott et al. desarrollaron la primera población MAGIC con ratones, mientras que la 

primera población MAGIC en plantas fue desarrollada por Kover et al. (2009) con ejemplares de 

Arabidopsis. El proceso por el cual se obtiene una población de este tipo consta de cuatro etapas 

principales: 1) la selección de las líneas parentales (normalmente 4, 8, 16 o más), 2) el cruzamiento de 

dichas líneas para el desarrollo de híbridos, 3) el intercruzamiento avanzado, y 4) las generaciones de 

autofecundación para fijar los alelos (Samantara et al., 2021). Una de las aproximaciones para 

conseguir desarrollar esta población multiparental consiste en cruzar los parentales de dos en dos 

para, a continuación, realizar lo mismo con la descendencia hasta conseguir individuos que reúnan 

fragmentos del genoma de todas las líneas fundadoras empleadas, que serán los que, finalmente, se 

someterán a varias generaciones de autofecundación (Figura 7).  
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Figura 7. Desarrollo de una población multiparental de intercruzamientos avanzados a partir de ocho parentales (Samantara 

et al., 2021). 

El éxito de esta población reside en que, además de las ventajas comentadas previamente, es 

inmortal, pues las líneas homocigotas finales se pueden reproducir año tras año, manteniendo la 

misma composición genómica, y en que carece de estructura poblacional (Singh and Singh, 2015). 

Hasta la fecha, se han empleado tanto para llevar a cabo estudios de ligamiento y de asociación, como 

para la construcción de mapas de alta densidad (Singh and Singh, 2015; Gardner et al., 2016). Y, gracias 

a los resultados que se han ido obteniendo, cada vez son más los cultivos en los que se están 

desarrollando y empleando poblaciones MAGIC, tales como tomate (Pascual et al., 2015), algodón 

(Islam et al., 2016), fresa (Wada et al., 2017), arroz (Bossa-Castro et al., 2018), cebada (Mathew et al., 

2018), sorgo (Ongom and Ejeta, 2018), maíz (Jiménez-Galindo et al., 2019), judía (Diaz et al., 2020) y 

berenjena (Mangino et al., 2022), entre otros.  

1.3. AVANCES GENÓMICOS EN BERENJENA 

A pesar de que la berenjena ocupa la sexta posición entre los cultivos hortícolas más cultivados a nivel 

mundial (FAOSTAT, 2022), no ha sido hasta la última década cuando se ha iniciado el desarrollo de 

diferentes recursos genómicos y se ha acortado la brecha con otros cultivos importantes del género 

Solanum, tales como el tomate y la patata (Gramazio et al., 2018). En 2011 se publicó el primer 

borrador del genoma de patata (The Potato Genome Sequencing Consortium, 2011) y al año siguiente 

el de tomate (The Tomato Genome Consortium, 2012). Sin embargo, no fue hasta 2014 cuando se 

publicó el primer borrador del genoma de berenjena, que se encuentra fragmentado en 33.873 

scaffolds y que cubre aproximadamente el 69% del tamaño del genoma (Hirakawa et al., 2014). Este 

primer borrador no presenta una alta calidad, puesto que se encuentra muy fragmentado y las 

regiones sin ensamblar constituyen el 4,75% de la longitud total (Hirakawa et al., 2014). El hecho de 

no disponer de un genoma de referencia de alta calidad en berenjena ha atrasado los avances 
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genéticos en cuanto a la identificación de QTLs o genes, al desarrollo de poblaciones experimentales 

y a los estudios de resecuenciación. De hecho, para el mapeo de algunos QTLs de berenjena se ha 

empleado el genoma de referencia disponible de tomate (Cericola et al., 2014; Portis et al., 2015). 

Debido a la necesidad de disponer de un genoma de referencia menos fragmentado y correctamente 

anotado, Barchi et al. (2019a) publicaron la secuencia a nivel de cromosoma de la línea endogámica 

67/3 (v3.0). Este genoma, comparado con el de Hirakawa et al. (2014), presenta una contigüidad y 

cobertura mayores. Está formado por 10.383 scaffolds, el 77,5% de los cuales se encuentran anclados 

(Barchi et al., 2019a). Sin embargo, la plataforma de secuenciación utilizada fue Illumina, una 

plataforma de segunda generación de lecturas cortas, las cuales dificultan en parte la realización de 

un ensamblaje de alta calidad (Pareek et al., 2011). Un año después, se publicó un genoma de alta 

calidad también a nivel cromosómico basado en el ensamblaje de lecturas obtenidas con plataformas 

de segunda y tercera generación (Wei et al., 2020). Lo conforman un total de 2.263 scaffolds, estando 

el 92,7% anclados. Poco después, se ensambló el genoma de otra variedad cultivada de berenjena, 

que presenta ciertas ventajas sobre el genoma 67/3 v3.0, como el menor número de scaffolds, siendo 

319 en total, y el mayor tamaño de los contigs (N50 = 5,3 Mb vs. 16,7 kb) (Li et al., 2021). Por último, 

recientemente ha sido publicada la versión 4.0 del genoma de la línea 67/3 (Barchi et al., 2021). Esta 

versión presenta un mayor número de scaffolds asignados a los cromosomas correspondientes 

(95,6%), que, además, en conjunto presentan el mayor tamaño de todos los empleados hasta la fecha 

(N50 = 92,1 Mb) (Barchi et al., 2021). Cabe destacar que dicha versión ha sido actualizada por los 

mismos autores, los cuales han realizado la reorientación de la secuencia de alguno de los 

cromosomas (67/3 v4.1) (https://solgenomics.net/). 

En cuanto a las poblaciones experimentales desarrolladas en berenjena, la primera población de RILs 

fue desarrollada en 2013 por Lebeau et al. con el objetivo de determinar el control genético de la 

resistencia a Ralstonia solanacearum. Por otro lado, en 2017 se desarrolló la primera población de ILs 

empleando la especie S. incanum como parental donante (Gramazio et al., 2017; Mangino et al., 2020). 

Este proceso se vio favorecido por la disponibilidad del primer genoma de referencia, ya que facilitó 

la realización de un genotipado por secuenciación. Finalmente, en 2022 se publicó la primera 

población MAGIC de berenjena derivada del cruce de siete accesiones de S. melongena y de la especie 

silvestre S. incanum (Mangino et al., 2022). En este caso, se empleó la tecnología SPET (Single Primer 

Enrichment Technology) para realizar el genotipado de las casi 350 líneas (Barchi et al., 2019b). Esta 

técnica se basa en el diseño de sondas que hibridan en las secuencias flanqueantes de cada uno de los 

SNPs, por lo que se tiene que disponer de un panel de SNPs previamente identificados. El conjunto de 

SNPs para el desarrollo del panel SPET se obtuvo resecuenciando los parentales de la población MAGIC 

anteriormente nombrada (Gramazio et al., 2019). Hoy en día, cada vez son más las poblaciones 

experimentales desarrolladas para ampliar el conocimiento sobre el control genético de los caracteres 

que manifiestan las diferentes accesiones de berenjena (Barchi et al., 2018; Salgon et al., 2018; 

Toppino et al., 2020), así como los análisis de resecuenciación gracias a la disponibilidad de un genoma 

de referencia de alta calidad (Liu et al., 2019; Qian et al., 2021; Guan et al., 2022). 

 

 

 

 

 

https://solgenomics.net/
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▪ Objetivo 1. Evaluar el efecto de dos variables claves, la cobertura de secuenciación y la 

profundidad mínima de mapeo, en la identificación y caracterización de polimorfismos 

genéticos mediante el SWGR. 

▪ Objetivo 2. Determinar la factibilidad de implementar el SWGR como una herramienta 

práctica y de uso común para el genotipado rutinario en berenjena.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
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3.1. SECUENCIACIÓN Y GENERACIÓN IN SILICO DE LOS ARCHIVOS FASTQ 

El material vegetal utilizado en este estudio corresponde a la accesión MM1597, uno de los parentales 

empleados en el desarrollo de la primera población MAGIC de berenjena (Gramazio et al., 2019). El 

ADN genómico fue extraído a partir de aproximadamente 100 mg de hoja joven mediante el protocolo 

de extracción SILEX (Vilanova et al., 2020). La calidad del ADN se determinó mediante electroforesis 

en gel de agarosa al 1% y midiendo los ratios de absorbancia 260/230 y 260/280 con el 

espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, EEUU), mientras 

que su concentración se cuantificó utilizando el fluorímetro Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EEUU). Posteriormente, el ADN fue enviado a la compañía BGI Genomics (Yantian, Shenzhen, 

China) para el desarrollo de una librería genómica de extremos pareados de 150 pb (paired ends, 

PE150), seguido de su secuenciación a una cobertura media de 5X (12,6 Gb) utilizando la plataforma 

DNBseq. Las lecturas crudas (raw reads) fueron filtradas por BGI Genomics con el software SOAPnuke 

(-n 0.001 -l 10 -q 0.4 --adaMR 0.25 --ada_trim) (Chen et al., 2018a) para eliminar: (1) los adaptadores 

empleados durante la secuenciación, (2) las lecturas con una calidad de base inferior a 10 en más del 

40% de su longitud total y, (3) las lecturas con un número de bases desconocidas superior al 0,1% de 

su longitud (Figura 8). El sistema de valoración de la calidad de las lecturas remanentes se estableció 

en una calidad media de Phred por encima de 33. Estos parámetros, al igual que otros, como el 

contenido en guaninas y citosinas (GC), la distribución de secuencias por longitud, y los niveles de 

secuencias duplicadas y de regiones sobrerrepresentadas, fueron visualizados en el informe generado 

por la herramienta de control de calidad FastQC (Andrews, 2016). Por otro lado, en un proyecto 

anterior la misma muestra fue enviada al Centro de Genómica y Biología Computacional de Duke 

(Durham, NC, Estados Unidos) para su secuenciación a una cobertura media de 20X (50,4 Gb) 

mediante un secuenciador Illumina HiSeq 4000 (Gramazio et al., 2019). Las lecturas resultantes fueron 

sometidas a un paso de filtrado con la herramienta fastq-mcf (versión 1.04.676, 

https://github.com/ExpressionAnalysis/ea-utils/blob/wiki/FastqMcf.md). Este proceso tuvo como 

objetivo eliminar los adaptadores, las lecturas de baja calidad (umbral de calidad: -q 30) y las lecturas 

con una longitud inferior a 50 pb (-l 50) (Figura 8). A continuación, se generó también un informe con 

FastQC (Andrews, 2016) para obtener una descripción general de la calidad de las lecturas procesadas.  

Los archivos fastq resultado de la resecuenciación a una cobertura media de 5X se emplearon para 

generar in silico cuatro nuevos archivos fastq correspondientes a las coberturas de secuenciación 1X, 

2X, 3X y 4X, respectivamente, con la herramienta seqtk (versión 1.3-r106, 

https://github.com/lh3/seqtk) (Lista 1). Teniendo en cuenta que el tamaño del genoma de berenjena 

es de aproximadamente 1,2 Gb y que el tamaño de cada uno de los dos archivos fastq a 5X fue de 6,3 

Gb, para el subconjunto 1X se tomó una muestra aleatoria del 20% de pares de lecturas del archivo 

original (que corresponde aproximadamente a 1,26 Gb), del 40% para el subconjunto 2X (2,52 Gb), del 

60% para el subconjunto 3X (3,78 Gb) y del 80% para el subconjunto 4X (5,04 Gb) con el propósito de 

conseguir las coberturas deseadas, respectivamente. Además, por cada pareja de extremos pareados 

se utilizó el mismo valor del filtro -s para no perder el emparejamiento entre los mismos (Lista 1). Para 

cada cobertura de 1X, 2X, 3X y 4X se generaron cinco réplicas con el fin de minimizar el error asociado 

a la variabilidad aleatoria y de aumentar la robustez de los resultados obtenidos (Figura 8).  

Lista 1. Ejemplo de la generación in silico de archivos fastq a una cobertura de secuenciación de 1X mediante el uso de 
la herramienta seqtk.  

seqtk sample -s001 V350056001_L01_SOLpogrR146511-657_2.fq 0.2 > Smel_A_PC22_R2_1X1.fq 

seqtk sample -s001 V350056001_L01_SOLpogrR146511-657_1.fq 0.2 > Smel_A_PC22_R1_1X1.fq 

https://github.com/ExpressionAnalysis/ea-utils/blob/wiki/FastqMcf.md
https://github.com/lh3/seqtk
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Figura 8. Esquema del análisis bioinformático realizado sobre los datos de resecuenciación a 5X, 20X y los archivos 

generados in silico correspondientes a coberturas de secuenciación de 1-4X. Los datos de entrada (5X y 20X) se sometieron 

a un paso de filtrado de las lecturas por calidad y longitud. A continuación, se generó in silico conjuntos de lecturas 

correspondientes a coberturas de secuenciación de 1-4X a partir de la muestra de resecuenciación a 5X; concretamente, 

cinco réplicas por cada cobertura de secuenciación. Todas las muestras resultantes se alinearon contra la versión 4.1 del 

genoma de referencia de berenjena 67/3. Las lecturas duplicadas fueron marcadas de forma previa a la identificación de los 

polimorfismos. Tras este paso, los polimorfismos identificados se filtraron con diferentes profundidades de mapeo mínimas 

(1-10FD), excepto en el caso de la muestra de resecuenciación a 20X, cuyos polimorfismos identificados se sometieron a un 

filtrado más restrictivo para conformar el estándar de referencia (profundidad de mapeo máxima y mínima de 40FD y 10FD, 

respectivamente, fracción mínima de alelo alternativo de 0,3, eliminación de los polimorfismos homocigotos para el alelo de 

referencia y los localizados en el cromosoma 0). Finalmente, los polimorfismos filtrados de las muestras de resecuenciación 

a 1-5X se validaron mediante su comparación con los polimorfismos resultantes que conformaron el estándar de referencia. 

3.2. ALINEAMIENTO CONTRA EL GENOMA DE REFERENCIA  

El mapeo de las lecturas procesadas contra la versión 4.1 del genoma de referencia de berenjena 67/3 

(Barchi et al., 2021; https://solgenomics.net/) se llevó a cabo con la herramienta Bowtie2 (versión 

2.4.4), una herramienta eficiente para alinear lecturas de secuenciación frente a secuencias de 

referencia (Lista 2.b) (Langmead and Salzberg, 2012). Se utilizaron los parámetros establecidos por 

defecto y el genoma previamente indexado con la extensión bowtie2-build (Lista 2.a). Para calcular 

los estadísticos de mapeo se utilizó la aplicación QualiMap (versión 2.2.1) (Lista 2.c), que, además, 

facilita un archivo con gráficos acerca de diferentes parámetros, como la distribución de la calidad del 

mapeo (MAPQ) a lo largo del genoma de referencia (García-Alcalde et al., 2012). El porcentaje de 

bases del genoma de referencia alineadas con al menos una lectura, conocido como cobertura del 

genoma, se calculó con el programa samtools coverage, incluido dentro del conjunto de herramientas 

SAMtools (versión 1.13; Li et al., 2009) (Lista 2.d). Por su parte, se utilizó la función genomecov del 

paquete de herramientas Bedtools (versión 2.30.0; https://bedtools.readthedocs.io/) (Lista 2.e) para 

conocer el porcentaje de bases para cada nivel de profundidad de mapeo (i.e., número de lecturas 

alineadas contra una posición específica del genoma de referencia) y la profundidad de mapeo 

máxima para cada cobertura de secuenciación. Finalmente, se determinó la distribución de la 

profundidad de mapeo a lo largo del primer cromosoma para observar las diferencias entre las 

distintas coberturas de secuenciación, que, en principio, serán extrapolables al resto de cromosomas. 

Para ello, se empleó bamCoverage (versión 3.5.1) y un tamaño de ventana de 10 Kpb (Ramírez et al., 

2014) (Lista 2.f).  

https://solgenomics.net/
https://bedtools.readthedocs.io/
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Lista 2. Conjunto de comandos utilizados en el alineamiento de las lecturas contra el genoma de referencia y en el análisis 
posterior. a) Indexado del genoma de referencia. b) Alineamiento de las lecturas contra el genoma de referencia. c) Cálculo 
de estadísticos y visualización de gráficos de diferentes parámetros del mapeo. d) Cálculo de la cobertura del genoma de 
referencia (i.e. porcentaje del genoma soportado por al menos una lectura). e) Cálculo del porcentaje de bases para cada 
nivel de profundidad de mapeo y la profundidad de mapeo máxima. f) Distribución de la profundidad de mapeo a lo largo 
del primer cromosoma (tamaño de ventana: 10 Kpb).  

a bowtie2-build Eggplant_V4.1.fa eggplant_genome_V4.1_index 

b bowtie2 -p30 -x eggplant_genome_V4.1_index -1 Smel_A_PC22_R1_1X1.fq.gz -2 
Smel_A_PC22_R2_1X1.fq.gz | samtools view -bS - | samtools sort - | samtools 
addreplacerg -r ID:Smel_A -r SM:Smel_A___MM1597  
- -o Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted.bam 

c qualimap bamqc -bam Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted.bam -outfile 
Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_qualimap.pdf 

d samtools coverage Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted.bam > 
1X1_samtools_coverage.txt 

e bedtools genomecov -ibam Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted.bam > 
Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_cov_genome.txt 

f bamCoverage --bam Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted.bam -of bedgraph -o 
Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_coverage.bedgraph -bs 10000 -r chr1 

 

Los dos últimos parámetros, tanto el porcentaje de bases para cada nivel de profundidad de mapeo 

como la distribución de las distintas profundidades de mapeo a lo largo del primer cromosoma, se 

representaron en gráficos con la función plot (versión 3.6.2; https://r-coder.com/plot-r/) (Lista 3) de 

R (versión 4.2.2; R Core Team, 2022).  

Lista 3. Comandos utilizados en la representación en RStudio. a) Porcentaje de bases mapeadas a diferentes 
profundidades de mapeo. b) Distribución de las diferentes profundidades de mapeo a lo largo del primer cromosoma.  

a plot(Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_cov_genome$V2, 
Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_cov_genome$V5, xlab="Profundidad de mapeo", 
ylab="Porcentaje de bases", xlim=c(0,10), type="o", pch=19, cex=1.5) 

b plot(Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_coverage$V2/1000000, 
Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_coverage$V4*150/10000, xlab="Posición (Mpb)", 
ylab="Profundidad de mapeo", ylim=c(0,10), type="h") 

En el primer escenario, la variable independiente corresponde a la segunda columna del archivo de 

texto generado con la función genomecov, que representa la profundidad de mapeo, y la variable 

dependiente al porcentaje de bases mapeadas para cada nivel de profundidad, encontrándose estos 

datos en la quinta columna del archivo de texto. En el caso del archivo en formato bedgraph obtenido 

con la herramienta bamCoverage, la variable independiente se define como la posición a lo largo del 

cromosoma (segunda columna) y la variable dependiente como la profundidad de mapeo media por 

ventana, que se calculó a partir del número total de lecturas mapeadas por cada ventana (cuarta 

columna), de la longitud de las lecturas y de la ventana de actuación (Ecuación 1) (Lander and 

Waterman, 1988): 

𝑃𝑟𝑜𝑓𝑢𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑝𝑒𝑜 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 =  
𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑎𝑠 𝑥 𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑒𝑐𝑡𝑢𝑟𝑎𝑠

𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑣𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛𝑎
             (𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟏) 

https://r-coder.com/plot-r/
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3.3. IDENTIFICACIÓN Y FILTRADO DE VARIANTES GENÉTICAS 

Como paso previo a la identificación de polimorfismos en el genoma, resultó necesario marcar las 

lecturas duplicadas originarias de un solo fragmento de ADN, para lo cual se empleó la herramienta 

MarkDuplicates del software Picard (versión 1.119; https://broadinstitute.github.io/picard/) (Lista 

4.a). La identificación de variantes se llevó a cabo con el software Freebayes basado en métodos 

probabilísticos (versión v1.3.6; Garrison and Marth, 2012). Se emplearon parámetros de calidad 

mínima de mapeo (-m 20) y de base (-q 20) (Lista 4.b) con el fin de excluir las lecturas que tuvieran 

una calidad de mapeo inferior y los alelos que tuvieran una calidad de base de apoyo inferior, 

respectivamente. A continuación, los polimorfismos identificados y listados en los archivos VCF 

generados fueron sometidos a un proceso de filtrado utilizando diferentes umbrales de profundidad 

mínima de mapeo. La herramienta utilizada fue VCFtools (versión 0.1.16; Danecek et al., 2011) con la 

función—min-meanDP (Lista 4.c). Las profundidades de mapeo mínimas evaluadas variaron desde 1X 

hasta 10X para las coberturas de secuenciación de 1X a 5X, mientras que, para el caso de la cobertura 

de secuenciación de 20X, se aplicaron filtros de profundidad de mapeo mínima de 1X, 10X y 20X 

(Figura 8). Para los conjuntos de datos en los que las secuencias duplicadas no fueron marcadas, estos 

filtros se designan como 1F – 10F, mientras que para los conjuntos de datos en los que dichas 

secuencias sí que fueron marcadas, se designan como 1FD – 10FD. Finalmente, se recopiló información 

acerca del número de cada tipo de polimorfismo y del número de genotipos homocigotos y 

heterocigotos con la herramienta vcf-stats (https://pwwang.github.io/vcfstats/) (Lista 4.d). 

El archivo de resecuenciación a 20X se utilizó como estándar de referencia en pasos posteriores, por 

lo que los polimorfismos identificados en este conjunto tuvieron que ser lo más fiables posibles. Es 

por ello que, además de los filtros comentados anteriormente, se emplearon otros cuatro para que el 

filtrado fuera más restrictivo: (I) una profundidad de mapeo máxima de 40FD para evitar las regiones 

sobrerrepresentadas; (II) una fracción mínima del alelo alternativo de 0,3 con el fin de distinguir las 

variantes heterocigotas (Lista 4.e); (III) la eliminación de los genotipos homocigotos para el alelo de 

referencia (0/0); y (IV) la eliminación de las variantes localizadas en el cromosoma 0, constituido por 

las secuencias nucleotídicas que no pudieron ser asignadas a un cromosoma específico durante el 

proceso de ensamblaje (Lista 4.f).  

Lista 4. Conjunto de comandos empleados en la identificación de variantes tanto en el conjunto de muestras como en el 
estándar de referencia y en el posterior filtrado. a) Marcado de lecturas duplicadas en el conjunto de datos. b) Identificación 
de polimorfismos en los conjuntos de datos de resecuenciación de 1X a 5X localizados en loci con una cobertura de mapeo 
y de base superior a 20 y una cobertura mínima superior a 1. c) Filtrado de los polimorfismos de los conjuntos de datos 
de resecuenciación de 1X a 5X con coberturas de profundidad de mapeo mínimas de 1-10FD. d) Recopilación de 
información acerca del tipo de polimorfismo y del genotipo identificado. e) Identificación de polimorfismos en los conjuntos 
de datos de resecuenciación a 20X localizados en loci con una cobertura de mapeo y de base superior a 20, una cobertura 
mínima superior a 1/10/20X y máxima inferior a 40X y una fracción mínima de alelo alternativo de 0,3. f) Eliminación de 
los polimorfismos homocigotos para el alelo de referencia (0/0) y de los presentes en el cromosoma 0 de los datos de 
resecuenciación a 20X. 

a java -jar MarkDuplicates.jar I=Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted.bam 
O=Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted.dedup.bam 
M=Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_duplicateinfo.txt 

b freebayes -f Eggplant_V4.1.fa -b Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted.dedup.bam  -v 
Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_raw_variants_freebayes.vcf -m 20 -q 20 --min-
coverage 1 

c vcftools --vcf Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_raw_variants_freebayes.vcf --min-
meanDP 2 --recode --recode-INFO-all --out 
Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_raw_variants_freebayes_meanDP2.vcf 

https://broadinstitute.github.io/picard/
https://pwwang.github.io/vcfstats/
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d vcf-stats -p out/ 
Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_raw_variants_freebayes_meanDP2.vcf 

e freebayes -f Eggplant_V4.1.fa -b Smel_A_Q30L50_mapped_V4.1_ID_sorted.dedup.bam -v 
Smel_A_Q30L50_mapped_V4.1_ID_PC22_lim1X40X_alt30_sorted_raw_variants_freebayes.vcf -m 
20 -q 20 --min-coverage 1 --limit-coverage 40 --min-alternate-fraction 0.3 

f grep -v "0/0" 
Smel_A_Q30L50_mapped_V4.1_ID_PC22_lim1X40X_alt30_sorted_raw_variants_freebayes.recode
.vcf | grep -v "^0" > 
Smel_A_Q30L50_mapped_V4.1_ID_PC22_lim1X40X_alt30_sorted_raw_variants_freebayes_no_00_
no_chr0.vcf 

3.4. COMPARACIÓN CON EL ESTÁNDAR DE REFERENCIA 

Se realizó una comparación entre los conjuntos de polimorfismos obtenidos a cada combinación de 

cobertura de secuenciación y profundidad mínima de mapeo, y los datos del estándar de referencia. 

Esto permitió determinar la precisión y la sensibilidad de la técnica utilizada. La precisión se refiere a 

la capacidad para descartar de manera correcta los polimorfismos falsos o errores de identificación. 

Se calcula como la proporción de polimorfismos verdaderos identificados correctamente en la 

muestra en comparación con el total de polimorfismos identificados (Ecuación 2). Por otro lado, la 

sensibilidad se refiere a la capacidad para detectar correctamente los polimorfismos existentes en el 

genoma. Este parámetro se calcula como la proporción de polimorfismos verdaderos identificados 

correctamente en la muestra en comparación con el total de polimorfismos verdaderos presentes en 

el genoma (Ecuación 3).  

𝑃𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠𝑖ó𝑛 (%)  =  
 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
 𝑥 100              (𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟐) 

𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 (%)  =  
 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑑𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟
 𝑥 100        (𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟑) 

Se utilizó el paquete de herramientas BCFtools (versión 1.13; 

https://samtools.github.io/bcftools/bcftools.html) con el comando isec para manipular los archivos 

VCF generados en el paso de identificación de los SNPs (Lista 5.a; Lista 5.b y Lista 5.c). Por defecto, 

con este comando se exportan únicamente los polimorfismos con idéntico genotipo entre la muestra 

y el estándar de referencia. Se generaron cuatro documentos por cada grupo de datos: (I) los SNPs 

exclusivos de la muestra; (II) los SNPs exclusivos del estándar de referencia; (III) los SNPs de la muestra 

compartidos por ambos; y (IV) los SNPs del estándar compartidos por ambos.  Finalmente, se 

representó el número de variantes compartidas y el número de variantes únicas del estándar de 

referencia y de las muestras en diagramas de Venn de dos entradas. Se realizó para todas las 

combinaciones de cobertura de secuenciación y profundidad de mapeo mínima. La función empleada 

fue draw.pairwise.venn de la librería VennDiagram de R (versión 1.7.3; 

https://rdocumentation.org/packages/VennDiagram/versions/1.7.3) (Lista 5.d).  

Lista 5. Conjunto de comandos empleados en la comparación de los polimorfismos presentes en la muestra con el 
estándar de referencia. a) Compresión del archivo vcf tras su filtrado a una determinada profundidad de mapeo mínima. 
b) Indexado del archivo resultante de la compresión. c) Comparación de las diferentes muestras con el estándar de 
referencia. d) Representación en RStudio de los polimorfismos únicos y comunes entre las muestras y el estándar de 
referencia en diagramas de Venn de dos entradas. 

a bgzip Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_raw_variants_freebayes_meanDP2.recode.vcf 

https://samtools.github.io/bcftools/bcftools.html
https://rdocumentation.org/packages/VennDiagram/versions/1.7.3
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b bcftools index 
Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_raw_variants_freebayes_meanDP2.recode.vcf.gz 

c bcftools isec -p dir 
Smel_A_mapped_V4.1_ID_PC22_1X1_sorted_raw_variants_freebayes_meanDP2.recode.vcf.gz 
Smel_A_Q30L50_mapped_V4.1_ID_PC22_lim1X40X_alt30_sorted_raw_variants_freebayes.recode
.vcf.gz 

d draw.pairwise.venn(227347,1784060,202160, lwd = 0.08, fill = c("black", 
"grey"),category = c("1X", "20X"), cat.pos = c(270,45), cat.dist = 0.08, cat.cex = 0.7, 
ext.text = TRUE, ext.percent = rep(0.4, 3), ext.pos = 10, ext.dist = rep(0.15, 2), cex 
= 0.8) 
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4.1. SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS DE LAS LECTURAS OBTENIDAS 

La secuenciación de la accesión MM1597 a 5X, tanto en sentido directo como inverso, y el posterior 

paso de filtrado de las lecturas obtenidas generó un total de 39.570.264 lecturas y aproximadamente 

6 miles de millones de bases limpias. La calidad de estos datos, medida como el porcentaje de bases 

con una calidad de Phred superior a 20, que representa una tasa de error de 1 en 100 (Illumina, 2011), 

fue del 96,31%. Es decir, tan solo el 4% de los datos generados presentaron una calidad de Phred 

inferior a 20 (Figura 9). Por otro lado, la secuenciación del mismo genotipo a 20X generó un total de 

170.761.552 lecturas y aproximadamente 25,5 miles de millones de bases limpias. En este caso, el 

100% de las posiciones de las lecturas presentaron una calidad superior a 20 en la escala de Phred 

(Figura 10). Además, como se puede ver en las cuatro representaciones de la calidad de Phred a lo 

largo de las lecturas (Figuras 9 y 10), la calidad media en ambos casos fue superior a 33.  

 

Figura 9. Distribución de la calidad de Phred a lo largo de las lecturas obtenidas de la secuenciación a una cobertura media 

de 5X. A. Lecturas de la secuenciación directa o forward. B. Lecturas de la secuenciación inversa o reverse. El color del 

gráfico denota qué puntuaciones se consideran altas (verde), medias (amarillo) y bajas (rojo) en calidad. La figura ha sido 

generada vía FastQC (Andrews, 2016). 

 

Figura 10. Distribución de la calidad de Phred a lo largo de las lecturas obtenidas de la secuenciación a una cobertura media 

de 20X. A. Lecturas de la secuenciación directa o forward. B. Lecturas de la secuenciación inversa o reverse. El color del 

gráfico denota qué puntuaciones se consideran altas (verde), medias (amarillo) y bajas (rojo) en calidad. La figura ha sido 

generada vía FastQC (Andrews, 2016). 
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Otro de los parámetros a tener en cuenta, y representado en el informe generado con FASTQC, es el 

contenido en GC. En una librería aleatoria, se espera ver una distribución más o menos normal del 

contenido de GC, donde el pico central corresponde a la media de GC del genoma subyacente. Esta 

medida resulta útil para conocer si la muestra se encuentra contaminada con ADN de otro organismo 

o si existen secuencias sobrerrepresentadas, ya que, en este caso, se generaría una distribución con 

un pico más ancho que el esperado o con picos secundarios, respectivamente (Nederbragt et al., 2010; 

Bérénice et al., 2022). En el caso de la resecuenciación a 5X, el contenido en GC fue del 36,67% (Figura 

11.A) y en el caso de la secuenciación a 20X, de 36,5% (Figura 11.B).  

 

Figura 11. Contenido de guaninas y citosinas en todas las lecturas obtenidas de la secuenciación. A. Cobertura media de 

5X. B. Cobertura media de 20X. La línea azul corresponde con la distribución teórica calculada a partir de los datos 

observados y la línea roja con la distribución real. La misma distribución se obtuvo tanto para las lecturas resultantes de la 

secuenciación directa como de la secuenciación inversa. La figura ha sido generada vía FastQC (Andrews, 2016). 

Con respecto a la distribución de la longitud de las lecturas, tanto en el caso de la resecuenciación a 

5X como a 20X, la mayor parte presentó una longitud de 150 pb, como se muestra en la Figura 12. El 

nivel de secuencias duplicadas, entendido como el porcentaje de lecturas de una secuencia dada 

presente un número determinado de veces, fue bajo. En el caso de los datos obtenidos mediante la 

resecuenciación a 5X, si se eliminasen los duplicados, permanecería el 89-90% del total de lecturas en 

el conjunto de datos. Un porcentaje muy limitado de secuencias, alrededor del 5%, se encontraron 

duplicadas entre 10 y 50 veces (Figura 13). Por otro lado, el 18,50% de lecturas del conjunto obtenido 

mediante la resecuenciación a 20X fueron lecturas duplicadas. Es decir, permanecería el 81,50% de 

las lecturas si se eliminaran las duplicadas. Cabe destacar que, en comparación con la resecuenciación 

a 5X, el número de lecturas duplicadas en un rango de 10 a 50 veces fue ligeramente mayor, 

constituyendo alrededor del 8% del total de lecturas (Figura 13). Finalmente, las secuencias 

sobrerrepresentadas son aquellas que representan más del 0,1% del total de secuencias (Wright et 

al., 2017; Bérénice et al., 2022). Este módulo ayuda en la identificación de contaminantes, como las 

lecturas procedentes del vector o de los adaptadores, pero no fueron observadas en ningún caso.  
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Figura 12. Distribución de la longitud de las lecturas obtenidas tras la secuenciación. A. Cobertura media de 5X. B. Cobertura 

media de 20X. La misma distribución se obtuvo tanto para las lecturas resultantes de la secuenciación directa como de la 

secuenciación inversa. La figura ha sido generada vía FastQC (Andrews, 2016). 

 

Figura 13. Distribución de lecturas en base a su nivel de duplicación. A. Cobertura media de 5X. B. Cobertura media de 20X. 

La línea azul representa el porcentaje de lecturas totales obtenidas tras la secuenciación y la línea roja representa el 

porcentaje de lecturas remanentes si se eliminasen las secuencias duplicadas. La misma distribución se obtuvo tanto para 

las lecturas resultantes de la secuenciación directa como de la secuenciación inversa. La figura ha sido generada vía FastQC 

(Andrews, 2016). 

Dado que los archivos fastq correspondientes a las coberturas 1X, 2X, 3X y 4X se generaron in silico a 

partir de los datos de la resecuenciación del genoma completo a 5X, los parámetros aportados en el 

informe generado por FASTQC fueron idénticos a los presentados anteriormente para la cobertura de 

secuenciación 5X. La única diferencia notable se encontró en el nivel de secuencias duplicadas, que 

desciende conforme la cobertura de secuenciación disminuye. Para la cobertura de 1X, el porcentaje 

de lecturas remanentes en el conjunto de datos sería del 94-95% del total de lecturas si se eliminaran 

las duplicadas. 

4.2. ALINEAMIENTO Y DISTRIBUCIÓN DE LA PROFUNDIDAD DE MAPEO 

El alineamiento de las lecturas de alta calidad se realizó contra la versión 4.1 del genoma de referencia 

de berenjena 67/3 (Barchi et al., 2021; https://solgenomics.net/). Este genoma de referencia se 

caracteriza por estar formado por 13 superscaffolds o pseudocromosomas, uno por cada cromosoma 

y uno adicional correspondiente al cromosoma 0. La tasa de mapeo fue idéntica entre las diferentes 

coberturas de secuenciación (1X-5X), variando entre el 98,54 y el 98,55% del total de lecturas (Tabla 

4). Es importante prestar especial atención a las secuencias pareadas adecuadamente mapeadas, que 
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son los pares de lecturas que cumplen con los criterios de orientación y distancia establecidos durante 

la preparación de la librería de secuenciación. El porcentaje de estas secuencias también es alto en 

todos los casos, rondando el 98,10% del total de lecturas (Tabla 4). En el caso del alineamiento 

realizado con los datos de la secuenciación a 20X, los ratios de mapeo y de lecturas pareadas 

adecuadamente mapeadas fueron menores, del 88,72% y 76,68% del total de lecturas, 

respectivamente (Tabla 4). 

Tabla 4. Resumen de los estadísticos de la secuenciación y del mapeo de las lecturas obtenidas con las coberturas de 

secuenciación de 1X, 2X, 3X, 4X, 5X y 20X, respectivamente. Para los casos de la resecuenciación in silico (1-4X), los valores 

representan la media de las 5 réplicas ± desviación estándar.  

 

En cuanto al ratio estimado de secuencias duplicadas tras el alineamiento y la profundidad de lectura 

máxima alcanzada en algunas regiones del genoma, estos dos parámetros aumentaron con la 

cobertura de secuenciación (Tabla 4), llegando a alcanzar, respectivamente, valores de 7,10% y 2.147X 

a una cobertura de secuenciación de 5X, y de 15,92% y 33.380X a una cobertura de 20X. En la Tabla 4 

también se indica la MAPQ, que en todos los casos fue de 27,68, excepto para el caso de la 

secuenciación a 20X, que fue algo mayor, de 28,04. Una visión más detallada de cómo varía la calidad 

del mapeo a lo largo del genoma de referencia para el caso de la resecuenciación a 5X se muestra en 

la Figura 14. Se puede apreciar una calidad de mapeo inferior en las primeras posiciones del genoma 

de referencia y una calidad relativamente estable en el resto de alineamientos, exceptuando algunos 

casos en los que se alcanza una calidad inferior a 10. Para el resto de coberturas de secuenciación, 

incluida la cobertura 20X, el patrón fue el mismo.  

 

Figura 14. Calidad del mapeo de las lecturas obtenidas de la resecuenciación a 5X a lo largo del genoma de referencia. La 

figura ha sido generada vía QualiMap (García-Alcalde et al., 2012).  
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La secuenciación a una cobertura de 1X significa que, de media, todas las posiciones del genoma se 

secuencian una vez o, lo que es lo mismo, de media, todas las posiciones del genoma de referencia se 

alinean con una única lectura. A pesar de ser lo esperado desde una perspectiva teórica, es esencial 

llevar a cabo comprobaciones prácticas. Por esta razón, se realizó un análisis de los datos con el fin de 

determinar el porcentaje de bases del genoma de referencia cubiertas por diferentes profundidades 

de mapeo para cada una de las coberturas de secuenciación empleadas en el estudio (Figura 15). 

 

 
Figura 15. Relación entre la profundidad de mapeo y el porcentaje de bases secuenciadas para diferentes niveles de 

cobertura de secuenciación. A. Coberturas de secuenciación 1X, 2X, 3X, 4X, 5X. Las cinco réplicas mostraron la misma 

distribución. B. Cobertura de secuenciación 20X.  

En la Figura 15 se observa que a bajas coberturas de secuenciación el número de posiciones no 

secuenciadas del genoma es mayor que al emplear altas coberturas de secuenciación. Por otro lado, 

a medida que aumenta la cobertura media de secuenciación, se incrementa el porcentaje de bases 

mapeadas a profundidades más altas, mientras que se reduce el porcentaje de bases mapeadas a 

profundidades más bajas. Esto conduce a un desplazamiento del pico más alto de porcentaje de bases 

secuenciadas hacia la derecha.  

También es importante conocer cómo se distribuyen las lecturas a lo largo de los cromosomas, pues 

es probable que existan regiones del genoma que se encuentren mapeadas a mayores profundidades 

que otras. Si este es el caso, si las lecturas se distribuyen de forma inapropiada, los siguientes pasos 
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del análisis bioinformático de los datos generados mediante SWGR se pueden ver afectados 

negativamente, como, por ejemplo, la precisión en la identificación de variantes genéticas. En la Figura 

16 se muestra la distribución de la profundidad de mapeo a lo largo del cromosoma 1 para el conjunto 

de datos obtenidos con cada una de las coberturas de secuenciación empleadas en este estudio. Las 

regiones del genoma que presentan una alta concentración de lecturas en una ventana de tamaño de 

10 Kpb se encuentran representadas por picos. En general, las lecturas se distribuyen a lo largo de 

todo el cromosoma y se pueden distinguir ciertos patrones idénticos en los seis casos, como la región 

sobrerrepresentada - probablemente debido a secuencias repetitivas o errores de ensamblaje - 

alrededor de la posición 40 Mbp. Aunque inicialmente pueda parecer que la secuenciación a bajas 

coberturas proporciona una representación completa del genoma de referencia (Figura 16), los 

resultados obtenidos mediante el uso de la herramienta SAMtools revelan lo contrario. Con una 

cobertura de secuenciación de 1X, tan solo se logra una representación del 46% del genoma (Tabla 4), 

lo cual es consistente con el porcentaje de bases que presentan una profundidad de mapeo igual a 0 

(Figura 15). Con un incremento de la cobertura de secuenciación a 5X, la cobertura del genoma 

aumenta casi al doble, alcanzando aproximadamente el 86% (Tabla 4). Sin embargo, el incremento en 

la cobertura del genoma es menor al aumentar la cobertura de secuenciación hasta 20X, donde 

aproximadamente el 90% del genoma se alinea con lecturas (Tabla 4).  

 

Figura 16. Distribución de la profundidad de mapeo a lo largo del cromosoma 1 para las diferentes coberturas de 

secuenciación empleadas en el estudio. Los picos representan altas profundidades de mapeo en un tamaño de ventana de 

10 Kbp.  

4.3. IDENTIFICACIÓN Y DISTRIBUCIÓN DE VARIANTES GENÉTICAS 

Ante la presencia de secuencias duplicadas en los conjuntos de datos analizados, se consideró 

necesario realizar un marcado de las mismas con el fin de evitar que fueran consideradas una 

evidencia adicional a favor o en contra de la identificación de variantes putativas. En la Figura 17 se 

pueden apreciar las diferencias en cuanto al número de variantes identificadas teniendo en cuenta o 

no las secuencias duplicadas. A mayores coberturas de secuenciación empleadas, estas diferencias 

aumentaron. En concreto, la omisión del marcado de las secuencias duplicadas conllevó la 

identificación de un mayor número de variantes. Sin embargo, a coberturas de secuenciación bajas 

(1X) y utilizando filtros de profundidad mínima de mapeo restrictivos (≥ 4F/FD) no se encontraron 
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diferencias significativas entre el número de variantes encontradas al realizar o no el marcado de los 

duplicados.  

Una vez realizada la corrección de los duplicados en los datos de secuenciación, se observó un 

incremento en el número de variantes identificadas al aumentar la cobertura de secuenciación y al 

disminuir la profundidad mínima de mapeo (Figura 17). Cabe destacar también que no se encontraron 

diferencias significativas entre el número de variantes encontradas filtrando a una profundidad 

mínima de 1FD y las encontradas filtrando a una profundidad mínima de 2FD para las coberturas de 

secuenciación de 1X a 4X (Figura 17). 

Para todas las combinaciones de cobertura de secuenciación y filtro de profundidad mínima de mapeo 

empleadas, el número de SNPs fue superior al número de indels identificados (Tabla 5). Este último, 

a su vez, fue superior al número de otras variantes identificadas en el genoma, tales como 

polimorfismos de sitio múltiple y variantes complejas, para profundidades mínimas de mapeo bajas. 

En el caso de la secuenciación a una cobertura de 1X, el número de indels fue superior al de otras 

variantes diferentes a SNPs para profundidades mínimas de mapeo inferiores a 4FD, incluida. A una 

cobertura de secuenciación de 2X, esto ocurrió hasta una profundidad de mapeo de 6FD. Con los datos 

de resecuenciación a una cobertura 3X, se obtuvo un mayor número de indels que de otras variantes, 

a excepción de los SNPs, cuando se filtró hasta una profundidad mínima de 7FD. Finalmente, con 

coberturas de secuenciación de 4X y 5X el número de polimorfismos de sitio múltiple y variantes 

complejas fue superior al número de indels para profundidades de mapeo mínimas de 9FD y 10FD 

(Tabla 5). Esto quiere decir que, a medida que aumenta el grado de restricción a la hora de aplicar el 

filtro de la profundidad mínima de mapeo, el número de indels disminuye más rápido que el número 

de variantes de tipo polimorfismos de sitio múltiple y de variantes complejas. 

Puede haber cuatro genotipos diferentes para cada polimorfismo encontrado en el genoma en 

estudio: homocigoto para un alelo alternativo, heterocigoto para alelos alternativos, homocigoto para 

el alelo de referencia y heterocigoto con un alelo de referencia y otro alternativo (Tabla 5). Aunque 

los genotipos más abundantes fueron el primero y el último de la lista anterior, la predominancia de 

uno sobre el otro varió con la cobertura de secuenciación y profundidad mínima de mapeo empleada. 

Cuando se empleó una cobertura de secuenciación de 1X, predominó el genotipo homocigoto para el 

alelo alternativo cuando se filtró hasta una profundidad mínima de 5FD, incluida. Con una cobertura 

de secuenciación de 2X, este genotipo predominó hasta utilizar una profundidad mínima de mapeo 

de 7FD. Para una cobertura de secuenciación de 3X, predominó hasta utilizar una profundidad mínima 

de 8FD. Para una cobertura de secuenciación de 4X, hasta utilizar una profundidad mínima de 9FD. 

Finalmente, con una cobertura de secuenciación de 5X, el genotipo homocigoto para el alelo 

alternativo fue siempre predominante, independientemente de la profundidad mínima de mapeo 

utilizada (Tabla 5). En contraste, el genotipo que se encontró con menor frecuencia fue el heterocigoto 

para alelos alternativos (A1A2) (Tabla 5). 

Los polimorfismos encontrados secuenciando a una cobertura de 20X fueron sometidos a tres pasos 

de filtrado paralelos con profundidades mínimas diferentes (1FD, 10FD y 20FD) tras haber realizado 

también el paso de marcado de las secuencias duplicadas. Con el primero de ellos se obtuvo un total 

de 1.784.060 variantes, mientras que empleando el filtro de 10FD y 20FD se obtuvieron 1.187.895 y 

309.642 variantes, respectivamente. En base a estos resultados, se decidió emplear el archivo VCF 

resultante de la secuenciación a 20X y del filtrado a 10FD como estándar de referencia. La principal 

razón fue que, a esta profundidad mínima de mapeo, no se perdieron tantas variantes como filtrando 

a una profundidad mínima de 20FD, y que, además, es una profundidad mínima suficiente como para 

poder distinguir entre genotipos homocigotos y heterocigotos. Mediante la aplicación del filtro 
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utilizado para limitar la profundidad de mapeo máxima a 40FD y la fracción mínima del alelo 

alternativo a 0,3, el número de polimorfismos disminuyó hasta 723.420. Finalmente, éste se redujo 

hasta 705.954 cuando se eliminaron los genotipos homocigotos para el alelo de referencia y las 

variantes localizadas en el cromosoma 0 (Tabla 6). Del total de 705.954 variantes genéticas, tan sólo 

51.477 (7,3%) fueron indels y 56.198 (8%) fueron genotipos heterocigotos (Tabla 6).
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Figura 17. Número de variantes genéticas identificadas con cada cobertura de secuenciación (1-5X) después del filtrado a diferentes profundidades mínimas de mapeo (1-10X). El filtrado de 

los polimorfismos identificados sin haber realizado previamente el marcado de las secuencias duplicadas se encuentra designado como “F”, mientras que el realizado sobre los polimorfismos 

identificados habiendo marcado las secuencias duplicadas, como “FD”. Los datos correspondientes a las coberturas de secuenciación 1-4X llevan su desviación estándar adjunta en forma de 

barra de error (n=5). Diferentes letras indican diferencias significativas para p < 0,05 con el método LSD. Las columnas que no presentan letra para las coberturas de secuenciación 1-4X no 

comparten grupo homogéneo con ningún otro conjunto de datos. 
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Tabla 5. Resumen de las variantes genéticas identificadas a cada combinación de cobertura de secuenciación (1-5X) y filtro de profundidad mínima de mapeo (1-10FD). Homocigoto para el 

alelo alternativo: A1A1. Heterocigoto para el alelo alternativo: A1A2. Homocigoto para el alelo de referencia: RR. Heterocigoto con alelo de referencia y alternativo: A1R. Para los casos de la 

resecuenciación in silico (1-4X), los valores representan la media de las 5 réplicas ± desviación estándar. En cada columna, letras diferentes indican diferencias significativas para p < 0,05 con 

el método LSD. 
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Tabla 6. Resumen de las variantes genéticas identificadas con una cobertura de secuenciación 20X después de haber filtrado a una profundidad máxima y mínima de mapeo de 40FD y 10FD, 

una fracción mínima de alelo alternativo de 0,3, eliminado los genotipos homocigotos para el alelo de referencia y los polimorfismos localizados en el cromosoma 0. Homocigoto para el alelo 

alternativo: A1A1. Heterocigoto para el alelo alternativo: A1A2. Homocigoto para el alelo de referencia: RR. Heterocigoto con alelo de referencia y alternativo: A1R.  
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4.4. EVALUACIÓN DE LA PRECISIÓN Y SENSIBILIDAD DE LA TÉCNICA 

Para identificar y descartar falsos positivos presentes en el conjunto de datos de la resecuenciación a 

bajas coberturas (≤ 5X), se empleó el estándar de referencia puesto a punto a partir de los datos de la 

resecuenciación a 20X. Debido a la suficiente profundidad de lectura de estos polimorfismos, se espera 

una inferencia precisa de los genotipos correspondientes. En la Figura 18 se puede ver que, incluso 

empleando una cobertura de secuenciación y una profundidad mínima de mapeo bajas (≤ 5X y < 7FD), 

el número de variantes compartidas con el estándar de referencia fue mayor que el número de 

variantes únicas para el conjunto de datos en estudio. Por otro lado, el número de variantes del 

estándar de referencia no identificadas como tales en las muestras fue mayor al emplear coberturas 

de secuenciación más bajas y un filtrado más restrictivo (1X10FD) (Figura 18). De la misma manera, es 

interesante destacar que el número total de variantes identificadas en las lecturas obtenidas de la 

resecuenciación a 4X y 5X, filtradas a una profundidad mínima inferior a 2FD y 3FD, respectivamente, 

fue mayor que el número de variantes identificadas en el estándar de referencia debido a la diferencia 

de filtros aplicados (Figura 18). 

 

Figura 18. Comparación de cada conjunto de datos (color) con el estándar de referencia a 20X (gris) filtrado a una profundidad 

máxima de 40FD, a una mínima de 10FD y a una fracción mínima del alelo alternativo de 0,3, sin genotipos homocigotos 

para el alelo de referencia y sin variantes en el cromosoma 0. En cada columna se encuentran las diferentes coberturas de 

secuenciación (1-5X) y en cada fila las diferentes profundidades mínimas de mapeo (1-10FD). Los datos que aparecen 

representados para las coberturas de secuenciación 1-4X se corresponden con la media de las cinco réplicas. 

1X 2X 3X 4X 5X 

1FD 

2FD 

3FD 

4FD 

5FD 

6FD 

7FD 

8FD 

9FD 

10FD 



38 
 

Las Figuras 19 y 20 presentan la proporción de polimorfismos verdaderos identificados en las muestras 

en relación con el total identificado (precisión), y la proporción de polimorfismos verdaderos 

identificados en comparación con el total existente en el genoma (sensibilidad) para diferentes 

coberturas de secuenciación (1-5X) y profundidades mínimas de mapeo (1-10FD), respectivamente. 

En los cinco casos, la precisión alcanzó un máximo a diferentes profundidades mínimas de mapeo a 

partir del cual comenzó a disminuir (Figura 19). Mientras que para las coberturas de secuenciación 1X 

y 3X, el máximo se logró a una profundidad mínima de 3FD, para el resto se alcanzó a una profundidad 

mínima de 4FD (Figura 19). Cabe destacar, por otro lado, que la cobertura de secuenciación requerida 

para alcanzar la máxima precisión varió en función de la profundidad mínima de mapeo. Para 

profundidades inferiores a 3FD, la máxima precisión se consiguió con una cobertura de secuenciación 

1X. A una profundidad de mapeo de 4FD, se alcanzó con coberturas de secuenciación de 2X y 3X; a 

5FD, con coberturas de 3X y 4X; a 6FD, con coberturas de 3X, 4X y 5X; y a 7FD, con coberturas de 4X y 

5X. Para profundidades mínimas de mapeo superiores a 7FD, la máxima precisión se logró con una 

cobertura de secuenciación de 5X (Figura 19). En cuanto a la sensibilidad de la técnica, mostró un 

patrón más claro: fue mayor al utilizar mayores coberturas de secuenciación y menores profundidades 

mínimas de mapeo (Figura 20).  

Teniendo en cuenta conjuntamente tanto la precisión como la sensibilidad de la técnica a la hora de 

identificar polimorfismos, se pudo observar que con una cobertura de secuenciación de 2X y una 

profundidad mínima de mapeo de 10FD se alcanzó la menor precisión (~44%) (Figura 19) y una 

sensibilidad cercana al 0% (Figura 20). Por otro lado, se logró la mayor precisión (~69%) con una 

cobertura de secuenciación de 1X y una cobertura mínima de mapeo de 3FD (Figura 19). Sin embargo, 

esta combinación resultó en una sensibilidad relativamente baja (~10%) (Figura 20). La máxima 

sensibilidad se alcanzó con una cobertura de secuenciación de 5X y una profundidad mínima de mapeo 

de 1FD (~81%) (Figura 20). Esta combinación de parámetros (5X y 1FD), además, mostró una precisión 

relativamente alta de aproximadamente el 63% (Figura 19).  

 
Figura 19. Precisión alcanzada con cada cobertura de secuenciación (1-5X) a la hora de identificar polimorfismos para cada 

profundidad mínima de mapeo (1-10FD). Las diferencias estadísticamente significativas entre las coberturas de 

secuenciación para cada profundidad mínima se encuentran marcadas con “**” para p < 0,01 con el método LSD.   
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Figura 20. Sensibilidad alcanzada con cada cobertura de secuenciación (1-5X) a la hora de identificar polimorfismos para 

cada profundidad mínima de mapeo (1-10FD). Existen diferencias significativas entre las coberturas de secuenciación para 

cada profundidad mínima para p < 0,01 con el método LSD.  
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5. DISCUSIÓN 
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En el presente estudio se ha demostrado la viabilidad de la secuenciación del genoma completo a 

bajas coberturas en berenjena, una planta con un genoma diploide de tamaño considerable. 

Inicialmente, se examinó cómo diferentes coberturas de secuenciación (1-5X) influyen en parámetros 

de mapeo tales como el porcentaje de lecturas mapeadas, el ratio de duplicados, la cobertura del 

genoma y la profundidad máxima de las lecturas mapeadas, entre otros (Tabla 4). A continuación, se 

realizó una evaluación del efecto de diferentes combinaciones de coberturas de secuenciación (1-5X) 

y profundidades mínimas de mapeo (1-10FD) en la tasa de detección de polimorfismos (Figura 18). 

Utilizando la comparación con un estándar de referencia resultado de la resecuenciación del mismo 

genotipo a 20X como método de validación de los polimorfismos identificados, se encontró que una 

cobertura de secuenciación de 1X junto con un filtrado a una profundidad de mapeo de 3FD puede 

llegar a ser adecuada para genotipar un número suficiente de polimorfismos con alta precisión 

dependiendo del objetivo del estudio (Figura 19).  

5.1. CALIDAD DE LAS LECTURAS SECUENCIADAS 

Los resultados sugieren que tanto la resecuenciación a 5X como a 20X proporcionaron datos de alta 

calidad para el análisis genómico de la berenjena (Figura 9 y 10), lo cual es imprescindible a la hora de 

generar información reproducible y sólida. Uno de los indicadores de calidad a tener en cuenta en 

este tipo de estudios es el ratio de duplicación, ya que un alto porcentaje de lecturas duplicadas puede 

dar lugar a resultados sesgados o inexactos en la identificación de polimorfismos (Díaz-Arce and 

Rodríguez-Ezpeleta, 2019; Rochette et al., 2023). En el estudio llevado a cabo por Andrews et al. (2016) 

se comprobó que tanto el número de ciclos empleados en la PCR durante la preparación de la librería 

como el uso de diferentes cantidades de material genético de partida tienen un efecto sobre la 

presencia de un mayor o menor número de secuencias duplicadas. Como se muestra en la Figura 13 

y se resume en la Tabla 4, el ratio de duplicación de las lecturas obtenidas en la resecuenciación a 20X 

es superior al observado en la resecuenciación a 5X. Esto se debe a que existe un número finito de 

lecturas de secuencias completamente únicas que se pueden obtener de una muestra de ADN a partir 

del cual, cuanto mayor sea la cobertura de secuenciación, mayor será el ratio de lecturas duplicadas 

(Schweyen et al., 2014). Además, el porcentaje de lecturas duplicadas identificadas con FastQC (Figura 

13) no coincide con el ratio de duplicación calculado por QualiMap (Tabla 4), puesto que cada 

programa utiliza diferentes métodos y criterios para la identificación de este tipo de secuencias. 

FastQC considera exclusivamente datos de secuenciación de extremo único, siendo el análisis de una 

sola lectura insuficiente para determinar duplicados. Además, únicamente analiza los primeros 50 

nucleótidos de las primeras 100.000 lecturas de cada archivo, y extrapola las tasas de duplicación a 

partir de este número limitado de lecturas 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Por su parte, QualiMap estima niveles 

de duplicación de lecturas mucho más realistas al incorporar lecturas de extremos pareados tras haber 

sido mapeadas contra el genoma de referencia (García-Alcalde et al., 2012). Es por ello que se 

recomienda utilizar QualiMap, al igual que otras herramientas que utilicen lecturas de extremos 

pareados, como HTSream (https://github.com/s4hts/HTStream) y FASTP (Chen et al., 2018b), para 

estimar con un mayor nivel de confianza el porcentaje de lecturas duplicadas y otros parámetros de 

calidad (Therkildsen and Palumbi, 2017; Chaudhary et al., 2023; Hooker et al., 2023). 

A la hora de analizar las lecturas generadas en el proceso de secuenciación, es también importante 

analizar el contenido en GC de cada muestra. El contenido medio en GC en el conjunto de lecturas 

procedentes tanto de la resecuenciación a 5x como de la resecuenciación a 20X fue de 

aproximadamente el 37% (Figura 11). En base al ensamblaje del genoma de berenjena a nivel 

cromosómico de alta calidad realizado por Wei et al. (2020), el contenido medio en GC del genoma es 

del 35,94%, similar al de Arabidopsis (36,06%) (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) y al del 

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc
https://github.com/s4hts/HTStream
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tomate (34,05%) (The Tomato Genome Consortium, 2012). Los resultados obtenidos sugieren, por 

tanto, que no se produjo ningún tipo de sesgo o artefacto durante la preparación de la muestra ni 

durante el proceso de secuenciación, lo que indica que las lecturas resultantes eran de alta calidad y 

podían ser utilizadas en los análisis bioinformáticos posteriores sin preocupación por posibles errores 

en los datos. Estos resultados aseguran la integridad y fiabilidad de los resultados obtenidos en el 

estudio. 

5.2. IMPLICACIONES DE LA COBERTURA DE SECUENCIACIÓN EN EL ALINEAMIENTO CONTRA EL 

GENOMA DE REFERENCIA 

La disponibilidad del genoma de referencia de berenjena 67/3 (Barchi et al., 2021) ha permitido llevar 

a cabo el alineamiento de las lecturas de secuenciación contra el mismo. Es importante tener en 

cuenta que, en los experimentos de secuenciación, una parte de las lecturas no se mapea contra el 

genoma de referencia (unmapped reads), ni siquiera después de realizar el paso previo de filtrado 

para eliminar las lecturas que presentan una baja calidad de bases o un alto número de bases 

desconocidas (Gouin et al., 2015; Sim et al., 2018; Liang et al., 2019). Por ejemplo, en el caso de la 

resecuenciación a 5X, se mapeó el 98,54% de las lecturas, mientras que en el caso de la 

resecuenciación a 20X, lo hizo el 88,72% del total de las lecturas (Tabla 4). Una de las causas que 

podría justificar esta diferencia es el procesamiento previo de las lecturas. La compañía encargada de 

realizar la resecuenciación a 5X también llevó a cabo el paso de filtrado de las secuencias. Sin embargo, 

en el caso de la resecuenciación a 20X, las lecturas no fueron procesadas por la empresa contratada y 

llegaron como lecturas crudas, lo que condujo a la realización del filtrado en nuestro laboratorio. De 

este modo, es posible que las diferencias en el uso de distintos programas y en la configuración de 

parámetros hayan contribuido a estas variaciones.  

Otras razones que pueden justificar que ciertas lecturas no se alineen con el genoma de referencia 

son: (1) variantes estructurales y sustituciones debidas a la variación genética individual, o a la 

distancia genética entre la muestra y las posiciones homólogas de la referencia que exceden el límite 

de huecos y desajustes permitidos por el algoritmo del software empleado en el mapeo, (2) errores 

de secuenciación, o (3) contaminación de la muestra (Barchi et al., 2019a; Hasan et al., 2019; Valiente-

Mullor et al., 2021). Por ejemplo, Gramazio et al. (2019) atribuyeron la baja proporción de mapeo 

observada en la accesión ASI-S-1 de S. melongena a la presencia de contaminación en forma de 

lecturas mitocondriales, debido posiblemente a una eliminación insuficiente de mitocondrias durante 

la extracción de ADN genómico. En cuanto al algoritmo de Bowtie2, de forma predeterminada realiza 

un alineamiento de lecturas de extremo a extremo buscando alineamientos que involucren todos los 

caracteres de la lectura (Langmead and Salzberg, 2012; Langmead et al., 2019). Se considera que un 

alineamiento es válido en base a una puntuación mínima función de la longitud de la lectura. La 

función de puntuación mínima (f) por defecto es: f(x) = -0,6 + (-0,6) * x, donde ‘x’ es la longitud de la 

lectura (https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/manual.shtml). Por tanto, la puntuación que 

han de superar los alineamientos realizados en el presente estudio es de -90,6, siendo 0 la mejor 

puntuación de alineamiento posible en el modo de extremo a extremo, que ocurre cuando no hay 

diferencias entre la lectura y la referencia. Cuando se producen desajustes entre las lecturas y el 

genoma de referencia, por defecto, si la base se encuentra en una posición de alta calidad en la lectura 

(Q40), recibe una penalización de -6 de manera predeterminada. En el caso de un indel de dos 

nucleótidos consecutivos, este recibe una penalización de -11 (-5 por la apertura del hueco, -3 por la 

primera extensión y -3 por la segunda) (https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/manual.shtml; 

Musich, 2020). Por tanto, un alineamiento que presente un SNP y un indel de longitud dos nucleótidos, 

recibirá una puntuación general de -17, la cual se encuentra por encima de la puntuación mínima 

permitida para considerar un alineamiento válido entre el genoma de referencia y las lecturas con una 

https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/manual.shtml
https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/manual.shtml
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longitud de 150 pb. Sin embargo, si el número de desajustes es mucho mayor y, por tanto, la 

puntuación general cae por debajo de -90,6, el alineamiento no será considerado válido ni 

suficientemente bueno para ser informado.  

El número de desajustes entre una lectura y la referencia tiene un impacto significativo en la MAPQ, 

así como el hecho de que la lectura se alinee contra una única región del genoma o lo haga contra 

múltiples regiones. Las lecturas que se mapean exclusivamente contra una región del genoma 

(unireads) pueden alcanzar una alta MAPQ, siempre que sean completamente homólogas a la 

referencia (MAPQ = 42). De lo contrario, la calidad de mapeo puede disminuir hasta MAPQ = 0 (John, 

2014). Por otro lado, las lecturas que se alinean contra múltiples regiones, pero obtienen una 

puntuación más alta cuando se alinean contra una región específica (maxireads), pueden lograr una 

MAPQ de hasta 39, si no presentan ningún tipo de desajuste con respecto a la referencia (John, 2014). 

En contraste, las lecturas que se alinean contra más de una región del genoma con la misma 

puntuación de alineamiento (multireads), solo pueden recibir MAPQ de 0 o 1, dependiendo del 

número de desajustes (John, 2014). En base a esta información, la menor calidad de mapeo observada 

en los alineamientos contra las primeras posiciones del genoma (Figura 14) puede explicarse debido 

a que éstas forman parte del cromosoma 0, que consiste principalmente en secuencias repetitivas que 

no se pudieron ensamblar durante la construcción del genoma de referencia. Por tanto, las lecturas 

que se hayan mapeado contra este cromosoma, lo habrán hecho contra varias regiones, lo que 

contribuye a la baja calidad de los mapeos. De manera similar, el resto de mínimos de calidad de 

mapeo alcanzados a lo largo del genoma (Figura 14) podrían corresponderse con alineamientos de 

lecturas contra secuencias de los centrómeros y/o de los telómeros de los cromosomas, ya que estas 

regiones se caracterizan por presentar altos porcentajes de secuencias repetitivas. 

En lo que respecta a la cobertura del genoma mapeado, esta se incrementa con la cobertura de 

secuenciación (Tabla 4). El porcentaje del genoma cubierto a una cobertura de 1X es de tan sólo el 

45,11%, mientras que aumenta al 85,54% y 90% para las coberturas de 5X y 20X, respectivamente 

(Tabla 4). Estos resultados respaldan la evidencia de que, debido al proceso de secuenciación 

aleatoria, algunos sitios son secuenciados repetidamente (Figura 16), mientras que otros no son 

secuenciados en absoluto, lo que resulta en la presencia de múltiples puntos de datos faltantes en los 

datos generados por SWGR. En 2015, Lu et al. ya observaron que, al utilizar una cobertura media de 

0,3 lecturas por sitio y por muestra en la secuenciación de múltiples líneas de maíz con el propósito 

de construir un pangenoma mediante el ensamblaje de las lecturas no alineadas con el genoma de 

referencia, la profundidad de mapeo seguía una distribución de Poisson (Figura 15), lo que implica 

que las lecturas no se distribuyen uniformemente en todo el genoma. Como resultado, llegaron a la 

conclusión de que el SWGR no puede garantizar una cobertura completa del genoma. No obstante, a 

pesar de la falta de genotipos en los datos resultantes del SWGR, éstos pueden ser empleados en una 

amplia gama de análisis (Lou et al., 2021), ya que la aceptabilidad de los datos faltantes varía entre 

estudios según la aplicación prevista. Yao et al. (2020b) demostraron que la secuenciación a bajas 

coberturas (~0,019X) de ADN nuclear de especímenes de Macaca fascicularis proporciona una 

cobertura suficiente del genoma (~1,7%) para realizar análisis genéticos de poblaciones y examinar 

patrones filogeográficos amplios en una muestra de gran tamaño. Sin embargo, también apuntan que, 

en el caso de querer distinguir entre poblaciones muy estrechamente relacionadas, haría falta una 

mayor cobertura del genoma y profundidad de secuenciación. Por su parte, Adhikari et al. (2022) 

utilizaron coberturas de secuenciación tan bajas como en el anterior estudio, de 0,01X a 0,03X, para 

identificar el tamaño de los segmentos de la cebada (Hordeum vulgare) y del triticale salvaje 

(Thinopyrum intermedium) introgresados en trigo, y determinar la dosis cromosómica. Además, 

comprobaron que una cobertura tan baja como 0,01X es suficiente para genotipar poblaciones DH o 

RIL de trigo. 
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La proporción de lecturas mapeadas y la cobertura del genoma de referencia también muestran 

variabilidad dependiendo de la referencia utilizada para el mapeo (Valiente-Mullor et al., 2021). Hasta 

finales de 2020, se habían generado y publicado 1.031 genomas de referencia o borradores para un 

total de 788 especies de plantas (Sun et al., 2022). La disponibilidad de estas secuencias de genomas 

de plantas, particularmente aquellas de alta calidad, ha proporcionado una valiosa herramienta para 

llevar a cabo estudios en áreas como la genómica funcional y la genética de poblaciones. Los individuos 

seleccionados para la secuenciación del genoma de referencia son frecuentemente elegidos por 

razones históricas. En berenjena, se seleccionó como referencia la línea endogámica ‘67/3’, 

desarrollada a partir de un cruce intraespecífico entre el cultivar ‘Purpura’ y ‘CIN2’, seguido de nueve 

ciclos de autofecundación, y utilizada como progenitor masculino de una población de mapeo RIL 

formada por 167 líneas F6 RIL, cuyo progenitor femenino es la línea endogámica ‘305E40’ (Barchi et 

al., 2019a; Lanteri and Barchi, 2019). Sin embargo, utilizar únicamente un genoma de referencia no es 

suficiente para abarcar la diversidad genética de una especie y resulta inadecuado para muchos 

propósitos. De hecho, durante el proceso de alineamiento puede surgir un sesgo de referencia, que 

se refiere a la tendencia de algunas lecturas a ser mapeadas con mayor facilidad contra los alelos de 

referencia, mientras que las lecturas con alelos alternativos pueden no ser mapeadas o serlo a tasas 

más bajas (Ballouz et al., 2019). Este problema se evita mediante el empleo de pangenomas, que es 

como se denomina a las colecciones de todas las secuencias de ADN que se encuentran en una especie 

(Della Coletta et al., 2021; Sun et al., 2022). El primer pangenoma de plantas publicado se obtuvo 

mediante la comparación de ensamblajes completos del genoma de siete individuos de soja silvestre, 

lo cual reveló la presencia de genes variables asociados con características como la composición de 

semillas, el tiempo de floración y madurez, entre otros (Li et al., 2014). En berenjena se construyó el 

primer pangenoma a partir de la resecuenciación de 24 accesiones de S. melongena, una de S. insanum 

y una última de S. incanum. Finalizado el proceso de ensamblaje, se obtuvieron alrededor de 53 Mb 

de secuencias adicionales, incluyendo 816 genes codificantes de proteínas ausentes en el genoma de 

referencia 67/3 (Barchi et al., 2021). En resumen, el empleo de pangenomas como referencias 

representa un avance significativo que beneficiará diversos análisis genómicos. Específicamente, el 

uso de esta colección de genomas mejora notablemente la precisión del mapeo de secuencias cortas 

en comparación con una única referencia, lo que se traduce en una identificación de polimorfismos 

de mayor calidad (Gage et al., 2019; Gao et al., 2019; Qin et al., 2021). 

Al igual que se puede considerar cambiar los parámetros empleados en el alineamiento, por ejemplo, 

el número de desajustes entre las lecturas y la referencia, y seleccionar un genoma de referencia 

diferente, también se puede elegir el software de mapeo de lecturas a utilizar. Hasta la fecha, se han 

realizado diferentes estudios comparativos de múltiples alineadores de datos de secuenciación: 

Bowtie, Bowtie2, BBMAP, BWA, BWA-MEM, GEM, HISAT2, MimiMap2, Novoalign, TopHat2 (Donato 

et al., 2021; Musich et al., 2021). En la mayoría de estos estudios, el software BWA-MEM mostró el 

mayor porcentaje de lecturas de extremos pareados alineadas contra el genoma de referencia, capaz 

de mapear aproximadamente 4,22 veces más lecturas por muestra que Bowtie2 (Wu et al., 2019b; 

Yan et al., 2021). No obstante, si se ejecuta Bowtie2 en el modo local, el cual permite que algunos de 

los caracteres finales de la lectura no participen en el alineamiento, se pueden llegar a obtener ratios 

de alineamiento tan altos como con BWA (Musich, 2020; Musich et al., 2021). En cuanto a la precisión 

en el mapeo, el porcentaje de lecturas mapeadas correctamente es ligeramente superior al obtenido 

con Bowtie2; sin embargo, con el software Subread se consigue una precisión aún mayor (Yan et al., 

2021). La cobertura del genoma de referencia que se consigue con BWA también es superior, aunque 

solo ligeramente superior a la que se consigue con Bowtie2 (Musich et al., 2021). Finalmente, en 

cuanto al tiempo requerido para llevar a cabo el alineamiento, recurso muy importante a tener 

también en cuenta, SOAP2 es considerado el alineador más rápido en comparación con BWA-MEM y 
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Bowtie2 (Wu et al., 2019b), al igual que Minimap2 y Accel-Align (Yan et al., 2021), y que HISAT2 (Keel 

and Snelling, 2018). Normalmente, decidir qué alineador presenta un mayor rendimiento se reduce a 

elegir la herramienta que logra un mejor equilibrio entre velocidad y precisión. En el estudio llevado 

a cabo por Wu et al. (2019b), se llegó a la conclusión de que, BWA-MEM, frente a SOAP2 y Bowtie2, 

presenta una sensibilidad y precisión mayor, lo que hace que sea, probablemente, el algoritmo más 

adecuado para el mapeo de lecturas procedentes del genoma de plantas en diferentes estudios 

genómicos. Así mismo, Musich (2020) concluyó que tanto Bowtie2 como BWA son opciones 

adecuadas como mapeadores gracias a sus altos ratios de mapeo y cobertura del genoma. No 

obstante, la notable ventaja en términos de ejecución de BWA hace que esta herramienta sea 

preferible. 

5.3. INFLUENCIA DE LA COBERTURA DE SECUENCIACIÓN Y DE LA PROFUNDIDAD MÍNIMA DE MAPEO 

EN LA IDENTIFICACIÓN DE POLIMORFISMOS 

La mejora de la precisión en la detección de polimorfismos mediante la eliminación computacional de 

duplicados de lecturas al reducir el sesgo y el ruido de la PCR, o su posible disminución al eliminar 

datos informativos, aún es objeto de debate. Varios estudios han evaluado el impacto de la supresión 

de duplicados en la identificación de variantes genómicas. Algunos resultados sugieren que eliminar 

los clones de PCR no afecta significativamente a la precisión de la detección de polimorfismos, siempre 

y cuando se alcance una alta profundidad de cobertura de mapeo (Ebbert et al., 2016; Euclide et al., 

2020). Sin embrago, existe una concepción generalizada de que la eliminación de duplicados mejora 

la precisión del genotipo identificado, especialmente cuando la frecuencia de los clones es alta, ya que 

los errores de PCR podrían ser confundidos con verdaderos alelos (Andrews et al., 2016, 2014). 

Investigaciones recientes han validado una correlación positiva entre la presencia de secuencias 

duplicadas y la identificación de falsos polimorfismos (Díaz-Arce and Rodríguez-Ezpeleta, 2019; 

Rochette et al., 2023), y nuestro estudio ha confirmado esta asociación. La omisión del marcado o 

eliminación de las lecturas duplicadas resultó en una sobreestimación significativa en la detección de 

variantes (Figura 17). Estos hallazgos respaldan la hipótesis planteada a partir de los datos derivados 

del análisis de calidad de las lecturas secuenciadas (Figura 13 y Tabla 4), que sugieren que un alto 

porcentaje de estas lecturas puede generar sesgos en la identificación de polimorfismos. Sin embargo, 

a diferencia de lo postulado por Euclide et al. (2020), quienes afirmaron que, asegurando altas 

coberturas de mapeo, se minimizan los efectos de las secuencias duplicadas y la aparición de sesgos 

en los estudios genómicos, nuestros resultados mostraron diferencias significativas entre el número 

de polimorfismos al considerar o no las secuencias duplicadas en combinaciones que involucran una 

cobertura de secuenciación superior a 2X para todas las profundidades mínimas de mapeo evaluadas 

(Figura 17). 

En este estudio, durante el procedimiento de detección de variantes genéticas, se identificaron los 

polimorfismos presentes en posiciones donde la calidad de base superaba el umbral de 20 en la escala 

de Phred y en lecturas con una calidad de mapeo superior también a 20. Como medida adicional, se 

aplicó un único filtro basado en la profundidad mínima de mapeo (1-10FD) para evitar un filtrado 

redundante de los polimorfismos teniendo en cuenta que en un paso posterior se iban a comparar 

con el estándar de referencia disponible de la resecuenciación del mismo genotipo a una cobertura 

de 20X. La relación directa ente la cobertura de secuenciación y el número de polimorfismos 

identificados en el genoma, representada en la Figura 17, ha sido documentada en numerosas 

investigaciones (Happ et al., 2019; Lou et al., 2021; Adhikari et al., 2022). En el estudio de Song et al. 

(2016), se registró un notable incremento en la proporción de polimorfismos detectados en el genoma 

de especies altamente heterocigotas a medida que la cobertura de secuenciación aumentaba de 5X a 

18X. Por otra parte, en un estudio de secuenciación e identificación de polimorfismos en el genoma 
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de gallinas, se observó que el incremento de la cobertura de secuenciación hasta 20X aumentó 

significativamente el número de polimorfismos identificados por diferentes softwares, entre los que 

se encontraban Freebayes y GATK (Liu et al., 2022). Sin embargo, a medida que la cobertura superaba 

los 20X, la tasa de identificación de polimorfismos se reducía. En particular, Freebayes alcanzó el 

máximo de polimorfismos detectados a 20X (Liu et al., 2022). Deng et al. (2022a) también 

demostraron que la baja cobertura de secuenciación afectaba a las estimaciones de diversidad 

nucleotídica, ya que tuvo lugar una reducción del número de sitios informativos en comparación a los 

registrados con altas coberturas de secuenciación. Por ejemplo, con una cobertura de secuenciación 

de 3,5X se identificaron alrededor de 150.000 polimorfismos en el genoma de Himalopsyche tibetana, 

mientras que, con una cobertura de secuenciación de 12,5X se identificaron alrededor de 10 millones 

de polimorfismos. Un estudio similar se llevó a cabo en canola (Brassica napus) (Malmberg et al., 

2018). Además de las coberturas utilizadas en nuestro estudio, estudiaron el efecto de dos coberturas 

adicionales, 0,25X y 05X, junto con cuatro filtros de profundidad mínima (2-5DP). Los resultados de 

este análisis fueron concluyentes: se evidencia que a medida que se aumenta la cobertura de 

secuenciación utilizada y se disminuye la profundidad mínima de mapeo, se produce un incremento 

significativo en la cantidad de polimorfismos identificados en el genoma (Malmberg et al., 2018). Estos 

hallazgos también evidencian la importancia de considerar la profundidad mínima de mapeo al realizar 

análisis de secuenciación y genotipado, ya que el número de lecturas que respaldan un polimorfismo 

influye directamente en la exactitud con que éste es identificado (Yu and Sun, 2013; Mun et al., 2015; 

Gramazio et al., 2019). De hecho, cuanto mayor es el umbral de la profundidad de mapeo, menor es 

la tasa de error en el genotipado (Fountain et al., 2016).  

Tanto la cobertura de secuenciación como la profundidad mínima de mapeo desempeñan un papel 

crucial en la detección de polimorfismos heterocigotos. Para cada nivel de profundidad mínima de 

mapeo, se observa un incremento en el número de polimorfismos heterocigotos a medida que se 

aumenta la cobertura de secuenciación (Tabla 5). Esto se debe a que, por ejemplo, secuenciar un locus 

heterocigoto a una cobertura de 1X proporciona únicamente una lectura de secuencia, revelando uno 

de los alelos y, consecuentemente, el polimorfismo heterocigoto se clasificaría incorrectamente como 

homocigoto para el alelo de referencia o para el alelo alternativo. Por tanto, para que un polimorfismo 

heterocigoto sea considerado como tal, se requiere que al menos dos lecturas se alineen con el locus 

y, además, tiene que coincidir que una de las lecturas provenga de la secuenciación de un alelo y la 

otra del otro (Gorjanc et al., 2017). Estos resultados son consistentes con los informados por varios 

expertos, incluido Bayer et al. (2015), quienes notificaron una correlación de 0,81 entre el número de 

lecturas mapeadas y el número de SNPs heterocigotos por individuo. Esta correlación afecta, sobre 

todo, a las poblaciones altamente heterocigotas. En el caso de la berenjena, una especie autógama, la 

heterocigosidad promedio observada en su genoma es extremadamente baja. De hecho, se ha 

registrado una heterocigosidad inferior a 5,46% en varias accesiones de S. melongena (Barchi et al., 

2021). Esto resulta en una ventaja, ya que secuenciar cada sitio una vez sería suficiente y mantendría 

los costos bajos (Gorjanc et al., 2017). Lo mismo afirma Malmberg et al. (2018) para el caso de la 

canola, una especie altamente homocigota debido al uso de dobles haploides en los programas de 

mejora.  

Las diferencias entre la heterocigosidad observada en las accesiones de S. melongena por Barchi et al. 

(2021) y la observada en nuestro estudio y en el realizado por Gramazio et al. (2019)  podrían atribuirse 

a errores durante la secuenciación considerados variantes genéticas debido a la información limitada 

proporcionada por la baja cobertura empleada en los análisis, así como a la ausencia de filtros para 

discriminar entre genotipos. También se encontraron diferencias entre la heterocigosidad detectada 

en la muestra secuenciada a una cobertura de 20x (8%) (Tabla 6) y la observada secuenciando a 

coberturas de 1-5X, que varió desde el 6,14% hasta el 55,09% (Tabla 5). Estos resultados son una 
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evidencia de que el filtro de fracción mínima del alelo alternativo es crucial para evitar la clasificación 

errónea de los loci homocigotos para el alelo de referencia como polimorfismos heterocigotos. Este 

filtro se emplea para establecer un umbral mínimo de lecturas de secuenciación que respalden la 

presencia de una variante genética en relación con la secuencia de referencia, con el fin de determinar 

si un locus debe considerarse polimórfico. Adicionalmente, se consideraron otros criterios para 

identificar polimorfismos en las lecturas obtenidas a una cobertura de secuenciación de 20X. El 

genoma de berenjena se encuentra formado por una alta proporción de elementos repetitivos, 

representando aproximadamente el 73% de su longitud total (Hirakawa et al., 2014; Li et al., 2019). 

Desde una perspectiva computacional, estas repeticiones introducen ambigüedades tanto en el 

ensamblaje del genoma como en el proceso de alineamiento de las lecturas, lo que puede ocasionar 

errores en la interpretación de los resultados (Treangen and Salzberg, 2012). Una de las principales 

ambigüedades que introducen durante el proceso de alineamiento es la acumulación considerable de 

lecturas en regiones repetitivas. Por ejemplo, al alinear lecturas cortas obtenidas con Illumina y 

lecturas largas obtenidas con PacBio contra el genoma cloroplástico de Potentilla micrantha, la 

profundidad de mapeo promedio fue de 9.111X para las lecturas de Illumina y de tan sólo 320X para 

las lecturas de PacBio (Ferrarini et al., 2013). Esto se debe a que el uso de lecturas largas facilita el 

alineamiento de lecturas procedentes de regiones repetitivas y evita la acumulación de lecturas en 

regiones redundantes del genoma, disminuyendo, por tanto, la profundidad del mapeo, a diferencia 

de lo que ocurre con las lecturas cortas procedentes de Illumina (Sealfon et al., 2012; Du and Liang, 

2019). En este estudio, como consecuencia de lo comentado previamente, se han alcanzado 

profundidades de mapeo máximas de 443,20 y 33.380 lecturas/posición a una cobertura de 

secuenciación de 1X y 20X, respectivamente (Tabla 4). Según Ravinet and Meier (2021), una buena 

regla es filtrar por una cobertura máxima que sea igual al doble de la cobertura media. Es por esta 

razón que, para abordar este fenómeno, se implementó un filtro durante el proceso de identificación 

de SNPs que limitó la detección de polimorfismos a aquellos respaldados por un máximo de 40 lecturas 

en los datos de la resecuenciación a 20X.  

Existen numerosos softwares disponibles para realizar el análisis de datos de secuenciación, y al igual 

que se han observado discrepancias entre las herramientas utilizadas para el alineamiento de las 

lecturas con el genoma de referencia, también se han encontrado diferencias entre los softwares 

empleados en la identificación de variantes genéticas. En un estudio en el que se llevó a cabo una 

comparación entre los softwares 16GT, GATK, BCFtools-single, BCFtools-múltiple, VarS-can2-single, 

VarScan2-multiple y Freebayes, este último identificó el menor número de polimorfismos a altas 

coberturas de secuenciación (> 20X), mientras que BCFtools-múltiple identificó el mayor número de 

variantes genéticas a coberturas de 5X y 10X, y a coberturas superiores de 20X (Liu et al., 2022). Por 

otra parte, SAMtools-mpileup y GATK-HC generaron resultados similares en cuanto al número total 

de SNPs identificados en el conjunto de datos genómicos de tomate (Wu et al., 2019b). Según la 

simulación realizada, GATK-HC demostró una mayor capacidad para identificar variantes verdaderas 

con una mayor precisión. No obstante, en poblaciones con baja diversidad y cobertura de 

secuenciación (1X), se observó que SAMtools-mpileup identificó un mayor número de SNPs 

verdaderos (Wu et al., 2019b). Sobre otro conjunto de datos genómicos de partida, Freebayes generó 

la mayor cantidad de SNPs candidatos en los diferentes tipos de datos, aunque GATK pareció ser más 

sensible para la detección de indels (Ksouri et al., 2022). La proporción de SNPs identificados por 

Freebayes que superaron el filtro de calidad fue del 9%, lo cual llevó a los autores a considerar a GATK-

HaplotypeCaller como la herramienta más adecuada para detectar variantes genéticas con alta calidad 

en comparación con BCFtools y Freebayes (Ksouri et al., 2022). En cuanto a la sensibilidad de las 

diferentes herramientas informáticas, 16GT mostró una mayor sensibilidad cuando las profundidades 

de lectura fueron iguales o superiores a 20X, mientras que Freebayes mostró una sensibilidad 
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moderada a profundidades de secuenciación más bajas en comparación con BCFtools, VarScan2 y 

GATK (Liu et al., 2022). Entre estos cuatro softwares, BCFtools tuvo una mayor precisión a cualquier 

profundidad de lectura y Freebayes mostró la menor precisión a profundidades de lectura altas (> 

30X) (Liu et al., 2022). Los resultados de estas comparaciones revelan que no existe un software 

universal para la identificación de variantes genómicas, resaltando la importancia de seleccionar una 

herramienta apropiada acorde a los objetivos del experimento.  

5.4. EVALUACIÓN DE LA PRECISIÓN Y SENSIBILIDAD DE LA TÉCNICA EN EL GENOTIPADO DE LA 

BERENJENA 

Las bajas coberturas de secuenciación pueden ocasionar desviaciones en la identificación de 

polimorfismos debido a los errores introducidos y amplificados durante la PCR en la etapa de 

preparación de la biblioteca de secuenciación. Por consiguiente, resulta fundamental llevar a cabo una 

validación de los polimorfismos identificados. En este contexto, el empleo de un estándar de 

referencia permite reducir el número de falsos positivos y preservar de manera óptima las variantes 

genéticas verdaderas. Su uso se encuentra muy extendido, sobre todo, en genética clínica, donde se 

requiere una identificación precisa de polimorfismos asociados a enfermedades para alcanzar altos 

rendimientos diagnósticos o pronósticos (Gargis et al., 2016; Roy et al., 2018). En cambio, en genética 

vegetal es una técnica que se está empezando a implementar como medida de confianza debido al 

éxito del SWGR. En nuestro estudio se ha utilizado un estándar de referencia compuesto por un total 

de 705.954 polimorfismos. Los resultados mostraron que a profundidades mínimas de mapeo 

inferiores a 4FD, se produce un aumento en la precisión (Figura 19) a expensas de una menor 

sensibilidad de la técnica (Figura 20) a medida que se reduce la cobertura de secuenciación. Por otro 

lado, a profundidades mínimas de mapeo superiores a 6FD, tanto la precisión como la sensibilidad de 

la técnica disminuyen conforme lo hace la cobertura de secuenciación (Figura 19 y 20). Deng et al., 

2022a en su estudio sobre dos especies de tricópteros, Song et al., 2016 en su estudio sobre datos 

genómicos de Crassostrea gigas, y Hardwick et al., 2017 en su revisión sobre el uso de estándares de 

referencia en la evaluación de los datos generados por NGS, también destacaron una disminución en 

la sensibilidad a la hora de detectar polimorfismos al reducir la cobertura de secuenciación. Además, 

resaltaron que la reducción en la cobertura de secuenciación también afecta negativamente la 

precisión con que las variantes genéticas son identificadas (Song et al., 2016). No obstante, es posible 

lograr una alta sensibilidad y precisión empleando bajas profundidades de secuenciación al combinar 

información de un amplio número de individuos (Li et al., 2011; Han et al., 2014; Deng et al., 2022a). 

A la luz de los datos y las observaciones recopiladas, si el objetivo del estudio exige la identificación 

de un elevado número de marcadores moleculares, habría que secuenciar a coberturas superiores a 

4X y aplicar un filtrado a profundidades mínimas de mapeo lo más bajas posible, siempre y cuando se 

pueda mantener la capacidad de discriminación entre polimorfismos homocigotos y heterocigotos 

(Figura 20). En cambio, si el estudio requiere una elevada proporción de polimorfismos verdaderos a 

costa de un menor número de variantes genéticas, habría que secuenciar a coberturas de 4-5X y filtrar 

a coberturas mínimas de mapeo intermedias (2-6FD) (Figura 19). En el caso de utilizar coberturas bajas 

(1-3X), aunque se obtenga una mayor precisión al filtrar con profundidades mínimas de mapeo bajas 

(Figura 19), sería conveniente aplicar también un filtrado con profundidades intermedias (> 5FD) para 

poder distinguir entre polimorfismos homocigotos, heterocigotos o errores de secuenciación.  

Nuestros resultados difieren parcialmente de los publicados por Malmberg et al. (2018). En primer 

lugar, aseguraron que, al aplicar un filtro de profundidad estricto, se observa un aumento en la 

precisión de la técnica a coberturas de secuenciación inferiores a 2X. En segundo lugar, afirmaron que, 

cuando la cobertura de secuenciación es superior a 2X, la precisión disminuye conforme aumenta el 

umbral de profundidad mínima (Malmberg et al., 2018). En nuestro estudio, observamos un aumento 
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en la precisión de la técnica para todas las coberturas de secuenciación, hasta alcanzar un umbral 

específico de profundidad mínima en cada caso, a partir del cual comienza a disminuir (Figura 19). 

Estas diferencias pueden ser atribuidas a varias razones. En primer lugar, el estudio realizado por 

Malmberg et al. (2018) se enfocó en datos genómicos de canola, lo cual puede influir en los resultados 

obtenidos al tratarse de especies distintas. En segundo lugar, como estándar de referencia se empleó 

un conjunto de variantes genéticas identificadas en datos de secuenciación a 10X sometidos a un 

filtrado con diferentes profundidades mínimas, coincidiendo con la profundidad de filtrado de la 

muestra. Por el contrario, en nuestro estudio se utilizó un único estándar de referencia que fue filtrado 

a una profundidad mínima de mapeo de 10X, umbral que consideramos necesario y suficiente para 

lograr una alta precisión en la identificación de polimorfismos (Song et al., 2016).  
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6. INVESTIGACIONES FUTURAS 
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En este estudio, se ha desarrollado un método de evaluación del impacto de diferentes combinaciones 

de parámetros, tales como la cobertura de secuenciación y la profundidad mínima de mapeo, en la 

detección de variantes genéticas en el genoma de berenjena. Para poner a punto el método, hemos 

llevado a cabo un ensayo preliminar con un genotipo de berenjena empleado como parental de una 

población MAGIC (Gramazio et al., 2019). El siguiente paso consistiría en utilizar este mismo protocolo 

de evaluación con el resto de los progenitores utilizados en el desarrollo de la población. En base a los 

resultados obtenidos, se seleccionaría la cobertura de secuenciación óptima para genotipar los 

diferentes individuos que conforman la población final y poder así obtener una representación 

genómica de la misma.   

Debido a la baja sensibilidad del SWGR, a menudo se requiere un paso adicional para inferir los 

genotipos faltantes o de baja confianza (Rubinacci et al., 2021). Este proceso, conocido como 

imputación, se ha vuelto fundamental en los estudios de asociación a nivel genómico para mejorar la 

capacidad de detección de QTL, y en la mayoría de los casos implica el uso de un panel de referencia 

de genotipos de alta densidad (Marchini and Howie, 2010). Se han desarrollado paneles de referencia 

para Arabidopsis, maíz, arroz y soja (Bukowski et al., 2018; Cao et al., 2011; The 3.000 rice genomes 

project, 2014; Torkamaneh et al., 2018a). Sin embargo, no se encuentran disponibles para la mayoría 

de especies no modelo. Un enfoque para mitigar esta limitación, cuando se trabaja con poblaciones 

experimentales, es genotipar los parentales empleando altas coberturas de secuenciación y utilizarlos 

como paneles de referencia, mejorando la resolución del mosaico genómico de la progenie (Bayer et 

al., 2015; Cericola et al., 2018).  

Uno de los factores más críticos que afecta la precisión y fiabilidad de la imputación es la proporción 

de SNPs identificados en la muestra o marcadores objetivo y la densidad de polimorfismos presentes 

en el panel de referencia (Deng et al., 2022b). Por un lado, una población de referencia más grande 

puede proporcionar más haplotipos de referencia, lo que facilita la coincidencia con los marcadores 

objetivo. Del mismo modo, una mayor densidad de polimorfismos identificados en la muestra también 

contribuye a una mejor imputación (Deng et al., 2022b; Torkamaneh et al., 2018b). Sin embargo, en 

los últimos años se ha observado un creciente interés en evaluar la precisión de la imputación en 

muestras secuenciadas a bajas coberturas. Zan et al. (2019) observaron que no hubo mejoras 

evidentes en la precisión de la imputación de genotipos a partir de coberturas de secuenciación 

superiores a 0,5X. Así mismo, la resecuenciación con coberturas de 0,5X y 1X, seguida de la 

imputación, representa una alternativa más eficiente al uso de matrices de SNPs con muestras 

humanas (Rubinacci et al., 2021). En el caso de la soja, se ha estudiado el impacto de coberturas de 

secuenciación inferiores a 1X sobre la especificidad de la técnica en 114 líneas. Se observó que la 

secuenciación a baja cobertura acompañada de la imputación a partir de un panel de referencia puede 

extenderse por debajo de una profundidad de 1X hasta una de 0,3X para identificar polimorfismos con 

una alta precisión (Happ et al., 2019). Por lo tanto, queda por determinar el potencial de la 

secuenciación a baja cobertura con imputación como un enfoque económico para obtener 

información de polimorfismos en berenjena.  
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7. CONCLUSIONES 
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El genotipado por secuenciación del genoma completo a bajas coberturas se perfila como una técnica 

prometedora para obtener información genómica a gran escala, ofreciendo una alternativa 

económica a los métodos tradicionales de secuenciación. Sin embargo, su aplicación se encuentra 

limitada debido a la necesidad de contar con un genoma de referencia y a la incertidumbre asociada 

a su capacidad para distinguir entre falsos positivos, falsos negativos y verdaderos polimorfismos, y 

entre genotipos homocigotos y heterocigotos. 

En este trabajo se ha realizado una evaluación exhaustiva del impacto que tiene tanto la cobertura de 

secuenciación como la profundidad mínima de mapeo en la precisión y sensibilidad del genotipado 

por secuenciación a bajas coberturas en un genotipo de berenjena. La precisión de la técnica puede 

verse afectada por la calidad de los datos y la presencia de errores de secuenciación. Es por ello que 

resulta crucial garantizar la alta calidad de las secuencias, incluyendo una calidad de Phred alta, una 

distribución normal del contenido en GC, y una baja o nula tasa de lecturas duplicadas para continuar 

con el análisis. En el proceso de alineamiento de las lecturas con el genoma de referencia, uno de los 

parámetros más críticos que afecta los pasos posteriores es la tasa de mapeo. En este estudio, aunque 

la tasa de lecturas mapeadas no alcanzó el 100%, se logró una aproximación cercana, lo cual respalda 

la alta calidad de las lecturas obtenidas. Por otro lado, para mitigar la influencia de la 

sobrerrepresentación de ciertas regiones del genoma en la detección de polimorfismos, resulta 

necesario restringir la profundidad máxima, siguiendo el enfoque empleado en el estándar de 

referencia utilizado. Los resultados del mapeo ponen de manifiesto que con una cobertura de 

secuenciación de 1X se puede alcanzar una cobertura del genoma de aproximadamente el 50%, 

aunque con una pérdida alta de sitios informativos. Antes de proceder a realizar la identificación de 

variantes genéticas, es importante, tal y como se ha demostrado, la eliminación de las secuencias 

duplicadas, ya que su presencia puede generar artefactos y sobreestimar el número de polimorfismos. 

Por último, el incremento en la cobertura de secuenciación y la relajación del filtro de profundidad 

resultaron en un aumento en el número de variantes genéticas identificadas, tal y como se podía 

sospechar. Sin embargo, se ha enfatizado la necesidad de realizar un paso de validación de los 

polimorfismos. En este trabajo, la comparación con un estándar de referencia altamente fiable 

demostró que, si bien la sensibilidad disminuyó hasta en un 60% al reducir la cobertura de 

secuenciación de 5X a 1X con bajas profundidades de mapeo, esta diferencia se redujo al aplicar un 

filtro más restrictivo. En cuanto a la precisión, no se observaron diferencias significativas, obteniendo 

la mayor precisión con una cobertura de 1X y un filtro de profundidad mínima de mapeo de 3FD.  

En base a estos resultados, se puede concluir que es posible emplear bajas coberturas de 

secuenciación (1-5X) en estudios genómicos de berenjena, siempre y cuando se aplique un filtrado 

estricto para evitar errores en la asignación de genotipos. Este ensayo piloto in silico tan sólo es un 

primer paso en la puesta a punto de la técnica de genotipado por secuenciación a bajas coberturas en 

berenjena. De hecho, proporciona información valiosa para el diseño de ensayos de genotipado de 

alto rendimiento, promoviendo así los estudios genéticos y de mejora. Sin embargo, la mejor 

combinación de cobertura de secuenciación y filtrado de variantes debe ser evaluada caso por caso, 

teniendo en cuenta los recursos disponibles y los objetivos del estudio. 
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