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Chips de genotipado

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-
biology/snp-array

Wang et al.   Genome Research 15(2):276-83

En los chips de genotipado se unen covalentemente o bien sondas específicas de alelo o sondas 
que permiten la extensión de una base para identificar el alelo concreto. Sirven para identificar el 
genotipo de una muestra en una colección amplia de posiciones.
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http://www.mpg.de/10680/Modern_psychiatry

Estudios de asociación: GWAS
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Estudios de asociación: GWAS

¡Actualmente la base de datos recoge los resultados de cerca de 4800 artículos 
con más de 216.000 asociaciones!
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Estudios de asociación: GWAS
La asociación de un polimorfismo con una enfermedad no implica que ese polimorfismo sea 
la causa funcional de la predisposición a esa enfermedad.

https://dmm.biologists.org/content/10/2/77
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Hibridación comparativa de genoma (CGH)

Robert Weinberg. The Biology of Cancer. Garland Science(2007 )
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Hibridación comparativa de genoma (CGH)

Ribeiro et al. Molecular Cancer 5:33 (2006)



  

Tema 7: Identificación de alteraciones genómicas

Tema 7

7.1 Estudios genómicos utilizando chips genéticos

7.2 Preparación de librerías genómicas

7.3 Alineamiento de secuencias

7.4 Identificación de sustituciones

7.5 Identificación de pequeñas inserciones y deleciones

7.6 Identificación de cambios en el número de copia

7.7 Identificación de grandes reorganizaciones 
genómicas

7.8 Anotación funcional de mutaciones



  

Tema 7

Fragmentación

Ligación de 
adaptadores

DNA

Formación de 
clústers

Librerías de genoma completo
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Variante mediante el uso de una trasposasa

Head SR et al. Biotechniques 56:61
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Variante utilizando PCR

PCR
PCR

PCR
PCR

Ligación

ID ID

Problemas con la conservación de 
la estequiometría!
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Kits comerciales multiplex
Agilent: Haloplex Life Techn: Ampliseq
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Enriquecimiento con sondas

Enriquecimiento de regiones 
seleccionadas

DNA

Generación de 
librería

Formación de clústers

Problemas con la conservación de 
la estequiometría!
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Alineamiento frente a un genoma de 
referencia

Seed

Al. Score = SeqQ + nhits + diffOtherhits > Threshold

…..........................................................

200-400 bp

q

q

q

q
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Problemas en el alineamiento de 
secuencias

1- Tenemos que localizar pequeñas secuencias (<100 bp) en un genoma de 
referencia muy grande (genoma humano 3x109 bp).

2- Los genomas eucariotas contienen secuencias con un alto grado de similitud: 
Duplicaciones segmentales, secuencias repetitivas, pseudogenes, familias génicas, 
etc. 

3- La secuencia de cualquier individuo contiene de media 3x106 mutaciones en 
comparación al genoma de referencia. Algunas veces hay grandes reorganizaciones 
genómicas como es el caso del locus de las inmunoglobulinas.
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Indexado del genoma para mayor rapidez

Langmead B et al. Genome Biology 2009, 10:R25

Transformación de Burrows-Wheeler

Programas como BWA o Bowtie utilizan este indexado para alinear 
eficientemente las secuencias frente al genoma de referencia.
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Formato SAM de alineamiento

Encabezamiento
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Formato SAM de alineamiento

Información de cada lectura en una línea
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Procesado del alineamiento

SAM

BAM

BAM

BAM

Codificar a binario. SAMTOOLS/PICARD

Comprobar info pareja. SAMTOOLS 
fixmate

Marcar PCR Dup. PICARD MarkDuplicates
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Procesado del alineamiento

Marcado duplicados PCR

Fragmentación

Ligación 
adaptador

DNA

Artefacto PCR Mutación Real
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Problemas en la identificación de 
mutaciones

1- Durante la generación de librerías, diversas reacciones enzimáticas pueden 
producir daños/mutaciones en el DNA. Sobretodo la sonicación y los pasos de 
PCR.

2- La secuenciación se basa en síntesis de DNA que tiene sus propias tasas de 
error.

3- Cualquier error en el paso de alineamiento puede afectar a la identificación de 
mutaciones. Sobretodo en regiones con un alto grado de homología (familias 
génicas)

4- En el caso de muestras con alta inestabilidad genética (por ejemplo en muestras 
de cáncer), la presencia de aneuploidías, grandes alteraciones genéticas o de DNA 
de células normales puede dificultar mucho la identificación de mutaciones 
somáticas.
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Identificación de sustituciones
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Identificación de sustituciones
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Identificación de sustituciones

Xu C. Comp Struct Biotech J 2018
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Identificación de indels

Shigemizu D et al. Sci Rep (2018) 8:5608

Programas como IMSindel, PINDEL o DINDEL utilizan realineamientos y 
ensamblaje para identificar indels que no haya encontrado el alineador
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Alteraciones en el número de copia

Cromosoma 1

Cromosoma 2

Library Generation

CNV

LOH
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Problemas con sesgos por enriquecimiento

Uso de muestras control (Freec-Control)

Uso de secuencias no enriquecidas (CopywriteR)

Boeva V et al .Bioinformatics 28:423–425

Kuilman T et al . Genome Biology 16:49
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Lecturas pareadas discordantes y lecturas 
cortadas

Rausch T et al . Bioinformatics 28:i333-339
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Lecturas pareadas discordantes y lecturas 
cortadas

Orientación Compatible con

Distancia = 400 bp
Alineamiento correcto

Distancia > 600 bp

Deleción

Duplicación

Inversión

Inversión

Cromosomas diferentes

Traslocación

Distancia > 600 bp

400 pb

Programas como BreakDancer o Delly utilizan estas estrategias para 
identificar reorganizaciones genómicas en datos de NGS.
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DNA/RNA en las células humanas

Mayoría de DNA no codificante

Los GENES son las regiones del DNA que producen RNA

The Cell, A molecular approach. e5. Sinauer 2009
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Distintos modelos de genes
¿Cuántos genes hay aquí?

DNA genómico

RNAs primarios

RNAs maduros

Productos funcionales
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Distintas bases de datos de anotación génica

Distintas iniciativas de anotación de genes

-Vega : http://vega.sanger.ac.uk/index.html

-RefSeq : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/

-Hugo : http://www.genenames.org/

-Ensembl : http://www.ensembl.org/index.html

-Encode : http://genome.ucsc.edu/ENCODE/

-Havana : http://www.sanger.ac.uk/research/projects/vertebrategenome/havana/

Confusión de anotaciones

Herramientas como 
Variant Effect Predictor 
(VEP) o SnpEff permiten 
identificar las 
consecuencias 
funcionales de las 
mutaciones.
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Formato VCF
Encabezamiento empezando con ##
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Formato VCF
Encabezamiento normal empezando con # 

El formato VCF tiene una versión binaria comprimida que se denomina BCF
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