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TTÉÉCNICAS UTILIZADAS HASTA EL MOMENTOCNICAS UTILIZADAS HASTA EL MOMENTO

BASADAS PRINCIPALMENTE EN LA BÚSQUEDA DE 
MUTACIONES O ESTUDIOS DE SEGREGACIÓN

- SISTEMAS INDIRECTOS DE DETECCIÓN: 
SSCP
DGGE 
heteroduplex
RLFPs
análisis de fragmentos
Southern Blot

- SISTEMAS DIRECTOS:
Secuenciación
PCR largo
ASO-PCR



- Secuenciadores
a) Secuenciación.
b) Análisis de fragmentos (tamaño y/o semicuantitat ivo)

- I/D (pequeñas), STRs y VNTRs
- I/D (grandes alteraciones)

- Termocicladores cuantitativos a tiempo real
a) Cuantificación de ácidos nucleicos
b) Cuantificación del número de copias (I/D)
c) Identificación de mutaciones

- Otros sistemas de análisis de ADN.
a) Masas
b) Pirosecuenciación

TÉCNICAS CONVENCIONALES
PENSADAS PARA LA BÚSQUEDA DE MUTACIONES, ESTUDIOS D E 
SEGREGACIÓN Y OTROS MARCADORES (NIVEL DE ARNm, METI LACIÓN, 
ETC.).



- MICROCHIPS

a) detección de mutaciones 
b) expresión 
c) metilación

- SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA

- SISTEMAS INFORMÁTICOS
a) Bases de datos.
b) Programas informáticos de análisis.

NUEVOS SISTEMASNUEVOS SISTEMAS



SISTEMAS CONVENCIONALES:

- Secuenciadores
a) Secuenciación.
b) Análisis de fragmentos (tamaño o semicuantitativo )

- I/D (pequeñas), STRs y VNTRs
- I/D (grandes alteraciones)
- SNPs y mutaciones puntuales

- Termocicladores cuantitativos a tiempo real
a) Cuantificación de la expresión
b) Cuantificación del número de copias (I/D)
c) Identificación de mutaciones

- Otros sistemas de análisis de ADN.
a) Masas
b) Pirosecuenciación



Principales características:
Basados en la incorporación enzimática de ddNTPs en l a síntesis de 

copias del ADN molde y posterior electroforesis cap ilar (1-96 capilares)
Analizan hasta 1000 bp en cada reacción y unas 1000- 2000 reacciones 

al día (1-2 Mbp).
Fidelidad 99,5 %.

Aplicaciones:
Conocimiento de la secuencia de un fragmento de ADN  o ARN.
Secuenciación completa de genomas (clonacion o gene walking)
Caracterización de patógenos.
Identificación de mutaciones y polimorfismos.

Limitaciones:
Necesidad de conocer la secuencia (productos de PCR ), excepto 

clonacion.
Tamaño de las secuencias.

SECUENCIACIÓN: SISTEMAS 
AUTOMÁTICOS CONVENCIONALES



ANÁLISIS DE FRAGMENTOS

ANÁLISIS DE TAMAÑOS

- Detección de pequeñas alteraciones de inserción/deleción.

- Estudio STRs.

ANÁLISIS SEMICUANTITATIVO

- Detección de grandes reordenamientos.

- Determinación de polimorfismos de I/D de grandes secuencias y CNVs.

SISTEMAS BASADOS EN EL USO DE 
SECUENCIADORES

ANALISIS DE POLIMORFISMOS / MUTACIONES



ANÁLISIS DE POLIMORFISMOS

ANÁLISIS DE TAMAÑOS

Detección de pequeñas alteraciones de inserción/deleción.
Estudio STRs.



FH501
(884delT)

Control

P5
3

E11 E16E6

PEQUEÑAS INSERCIONES O DELECIONES



DETECCIÓN DE GRANDES REORDENAMIENTOS : MLPA 
(Multiplex Ligation Probe Amplification)



DETECCIÓN DE GRANDES REORDENAMIENTOS : MLPA 
(Multiplex Ligation Probe Amplification)



FH218
(del 7pb E13)

Control

P53 E5 E13
E3

García-García, et al. Human Mutation 2006

Estudio de polimorfismos y mutaciones de I/D pequeñ as

ANÁLISIS SEMICUANTITATIVO

TÉCNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL 
ANÁLISIS DE POLIMORFISMOS



FH 13

Control

P53 E18 E17PE1

Estudio de polimorfismos y mutaciones de I/D de gra ndes fragmentos

ANÁLISIS SEMICUANTITATIVO

García-García, et al. Human Mutation 2006



SISTEMAS CONVENCIONALES: ALTO RENDIMIENTO

Automatización:
Incorporación de sistemas robóticos e informaticos qu e preparan las 

muestras, reacciones y las purifican.

Sistema de extracción de 
purificación de ADN “Chemagic

MSM “ de Chemagen.
Extracciones de 0,2 a 10 ml.



-Dos sistemas robóticos “StartLet” de Hamilton para 
la preparación de reacciones y su purificación. 
Diseñados para el trabajo en pre y post PCR.
- Secuenciador automático de ácidos nucleicos 
“3730 DNA Analyzer” de Applied Biosystems 
(sistema automático de electroforesis de ADN de 48 
capilates).



- EXTRACCIÓN DE ADN: 

> 50 muestras a partir de 10 ml de sangre total al día.
> 500 muestras a partir de 0,05 a 0,50 ml de sangre al día.

- PREPARACIÓN Y PURIFICACIÓN DE REACCIONES:

> 5000 reacciones al día.

-ANÁLISIS DE SECUENCIAS:

> 900 secuencias al día de unas 700 bp (límite del 
secuenciador).

CAPACIDAD DEL LABORATORIO DE 
ESTUDIOS GENÉTICOS



TÉCNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA
EL ANÁLISIS DE 

POLIMORFISMOS/MUTACIONES
PUNTUALES

Análisis de SNPs:

- Minisecuenciación

- SNPlex (I/D de hasta 6 bp)

Aplicaciones:

- Deteccion de mutaciones

- Análisis polimorfismos y  haplotipos:       

Farmacogenómica



COMBINACION DE ESTRATEGIAS DE DISCRIMINACION,FORMATO Y 
DETECCION EN EL GENOTIPADO DE SNPs

-Hibridacion con 
sondas ASO
-Primer extension
-Minisecuenciacion
-Ligacion
-Rotura invasiva
(invasive cleavage)
-Rotura por enzimas   
restriccion

-Solucion homogénea
-Solución 
semihomogénea
-Placa de fase sólida
-Microarray (fase solida)
-Microparticulas (fase 
sólida)
-Gel

-Radioactividad
-Flourescencia
-FRET (Fluorescence
resonance energy
transfer)
-”Quenching” por contacto
-Espectrometria de Masas
-Luminiscencia

PRINCIPIO DE LA
REACCION

FORMATO DETECCION/MARCAJE



METODOS BIOQUIMICOS PARA LA DISCRIMINACION DE LOS DOS 
ALELOS DE UN SNP / MUTACION



AMPLIFICACIÓN POR PCR

PURIFICACIÓN

MINISECUENCIACIÓN

PURIFICACIÓN

ELECTROFORESIS

ANÁLISIS DE POLIMORFISMOS Y MUTACIONES:
TECNICAS DE ALTO RENDIMIENTO

ANÁLISIS DE SNPs:
- Minisecuenciación
- SNPlex (I/D de hasta 6 bp)
- Microchips (Illumina, Affimetrix).

MINISECUENCIACIÓN:
Se basa en incorporación de ddNTPs

en extremo 3 de un oligonucleótido que termina 
justo antes del polimorfismos o estudiar.

Permite analizar grupos de hasta 30 o 
más polimorfismos.

Obtención de hasta 15-20.000 datos de 
polimorfismos/día.



TÉCNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL 
ANÁLISIS DE POLIMORFISMOS

Minisecuenciación



TÉCNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL 
ANÁLISIS DE POLIMORFISMOS

ANÁLISIS DE SNPs:
- Minisecuenciación
- SNPlex

SNPlex.
Se basan en la ligación de dos sondas en función de l alelo   presente en un 
polimorfismo.
Análisis de hasta 48 polimorfismos (SNPs e I/D peque ñas) simultáneamente 
en 1 muestra. 
Posibilidad de obtener hasta 150.000-250.000 datos de polimorfismos/día.



Figura de los polimorfismos de

SNPlex

Resultados.

AMPLIFICACIÓN HIBRIDACIÓN

TÉCNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL 
ANÁLISIS DE POLIMORFISMOS

SNPLEX



PURIFICACIÓN ELECTROFORESIS

TÉCNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL 
ANÁLISIS DE POLIMORFISMOS

SNPLEX



TÉCNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA EL 
ANÁLISIS DE POLIMORFISMOS

SNPLEX



Capacidad de unas 1000 secuenciaciones/día.

Análisis informático para el alineamiento y la 
identificación de alteraciones en la secuencia

- Sistema de secuenciación capilar 3730 de Applied Biosystems.
- Sistemas robóticos para la manipulación de muestras y preparación de reacciones.

CAPACIDAD DEL LABORATORIO DE 
ESTUDIOS GENÉTICOS



DETECCIÓN DE POLIMORFISMOS Y 
MUTACIONES PUNTUALES

100-150.000 datos/día.

CAPACIDAD DEL LABORATORIO DE 
ESTUDIOS GENÉTICOS



- Secuenciadores
a) Secuenciación.
b) Análisis de fragmentos (tamaño o semicuantitativ o)

- I/D (pequeñas), STRs y VNTRs
- I/D (grandes alteraciones)

- Termocicladores cuantitativos a tiempo real
a) Cuantificación de la expresión
b) Cuantificación del número de copias (I/D)
c) Identificación de mutaciones

-

TÉCNICAS CONVENCIONALES



Principales características:
Basados en la detección de fluorescencia en cada ci clo de amplificación.
Analizan hasta 384 muestras simultáneamente.

Aplicaciones:
Cuantificación de ADN:

- Identificación de la presencia de mutaciones de I/ D.
- Presencia de ADN de patógenos.

Cuantificación de ARN:
- Determinación de la presencia de patógenos (virus de ARN o expresión        

de genes) y su cuantificación.
- Niveles de ARNm: variaciones de la expresión génica en función de              

una variación.
Detección de mutaciones o polimorfismos

Limitaciones:
Necesidad de conocer la secuencia.
Solo permiten detectar una o unas pocas mutaciones por reacción.
Análisis de enfermedades causadas por una o unas po cas mutaciones.
Normalización (cuantifiación de expresión o ARNm).

TÉCNICAS BASADAS EN TERMOCICLADORES CUANTITATIVOS 
A TIEMPO REAL



SONDAS SONDAS 
TAQMANTAQMAN

MOLECULAR MOLECULAR 
BEACONSBEACONS

NESTED NESTED 
PROBESPROBES

ESTUDIOS MEDIANTE EL USO DE SONDAS CON 
SISTEMAS DE PCR CUANTITATIVA



SISTEMAS DE DETECCISISTEMAS DE DETECCIÓÓN DE LA N DE LA 
AMPLIFICACIAMPLIFICACI ÓÓN: SYBRN: SYBR --GreenGreen

SyBRGreenSyBRGreen : medida del DNA de doble cadena al final de cada c iclo.: medida del DNA de doble cadena al final de cada c iclo.
Curvas de disociaciCurvas de disociaci óón al final de la reaccin al final de la reacci óón (son necesarias para ver la n (son necesarias para ver la 
amplificaciamplificaci óón especn espec íífica del fragmento de interfica del fragmento de inter éés).s).

MEDIDA DE 
LA EMISIÓN



Temp

dE 

Tm

Curva de disociación

RESULTADOSRESULTADOS



Estudio de mutaciones:

5.000 datos/día de SNPs / mutaciones puntuales

- Estudio de los niveles de ARNm o ADN.

-2500 análisis día.

CAPACIDAD DEL LABORATORIO DE 
ESTUDIOS GENÉTICOS

GeneAmp® PCR System 9700



- MICROCHIPS: Amplio uso en 
investigación; pendiente en diagnóstico

a) detección de mutaciones 
b) expresión 
c) metilación

- SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA

NUEVOS SISTEMASNUEVOS SISTEMAS



Existen varios sistemas según su producción, aplica ción y tecnología que 
utilizan. Básicamente para detectar las mutaciones se usan dos técnicas, la 
hibridación de sondas y la minisecuenciación.

Posibilidad de trabajar con unos cientos a millones  de sondas.

MICROCHIPS
DETECCIÓN DE MUTACIONES



CHIPS DE RESECUENCIACIÓN

Principales características:
Basado en hibridación de sondas o minisecuenciación .
Analizan unas 300.000 bp en cada chip (2-5 Mb/día).
Fidelidad del 99.9 %.

Aplicaciones:
Identificación de mutaciones en genes conocidos. 
Identificación de microorganismos en mezclas y 

clasificación en subtipos.

Limitaciones:
Aplicación a secuencias conocidas.
Diseño previo de las secuencias que se quieren anal izar.
Identificación de alteraciones de más de una base.

TÉCNICAS DE ALTO RENDIMIENTO PARA LA 
DETECCIÓN DE MUTACIONES



Diseñados específicamente para el estudio de una en fermedad:

- Detección específica de mutaciones o polimorfismos  
conocidos (diagnostico, pronostico, respuesta al tr atamiento, etc.).

- Resecuenciación: detectan todas las posibles mutac iones 
presentes en una secuencia (hasta 300 Kb).

Su limitación puede estar en el precio, principalme nte cuando se 
utilizan para detectar mutaciones conocidas:

Ej: Diagnóstico FH mediante Biochip (>600 €), median te 
secuenciación y detección de grandes reordenamintos (270-300 €).

MICROCHIPS
DETECCIÓN DE MUTACIONES



Permiten analizar los niveles de ARNm de todos los g enes conocidos.

- Diagnóstico de Cáncer: 
- Identificación de la presencia de ARN anómalo en sa ngre.
- Diagnostico y clasificación de tumores (patrón de e xpresión de 
genes)
- Respuesta al tratamiento y pronostico (patrón de ex presión de 
genes)

MICROCHIPS
CUANTIFICACIÓN DE LOS NIVELES DE ARN

Cuperlovic-Culf et al., 2005. 
McGregor et al., 2002. 



MICROCHIPS
CUANTIFICACIÓN DE LOS NIVELES DE ARN

Cuperlovic-Culf et al., 2005. 



MICROCHIPS
ESTUDIO DE ALTERACIONES CROMOSÓMICAS

Permiten analizar todo el genoma para determinar aq ullas regiones que 
se han perdido o duplicado.

- Diagnóstico de Cáncer: 
- Identificación de la presencia de ARN anómalo en sa ngre.
- Diagnostico y clasificación de tumores (patrón de e xpresión de 
genes)
- Respuesta al tratamiento y pronostico (patrón de ex presión de 
genes)

Blue = gains in FAP adenomas, purple = gains in MAP adenomas, and yellow = gains in 
sporadic adenomas. Turquoise = deletions in FAP adenomas, green = deletions in MAP 

adenomas, red = deletions in sporadic adenomas

Jones et al, 2007Yuan et al, 2005

LOH en tumores de Wilms

AC en adenomas



MICROCHIPS

DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LAS REGIONES METILADA S DEL 
ADN.

- Permiten analizar todos los promotores conocidos.

- Diagnóstico de Cáncer: 
- Identificación de la presencia de ADN metilado en ge nes 
relacionados con el desarrollo del cáncer.
- Diagnostico y clasificación de tumores (patrón meti lación)
- Respuesta al tratamiento y pronostico (patrón de me tilación)

Kim et al, 2006



- MICROCHIPS

a) detección de mutaciones 
b) expresión 
c) metilación

- SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA

NUEVOS SISTEMASNUEVOS SISTEMAS



Principales características:
Basados en secuenciación por clusters: pirosecuenci ación o ligación.
Analizan unas 100 y 3.000 Mbp en cada reacción.
Fidelidad del 99.99 %.

Aplicaciones:
Secuenciación completa de genomas.
Secuenciación de novo
Resecuenciación (identificación de mutaciones, deter minación de 

polimorfismos, reordenamientos, mutaciones somática s en baja frecuencia, 
etc.) en numerosas muestras de forma simultanea.

Análisis del trascriptoma y mezclas de ADN o ARN (id entificación de 
especies, análisis de ARNm, STS, regiones 5’, etc.) .

Epigenética (metilación del ADN y modificación de nu cleosomas).
Regulación de la trascripción (pequeños ARNs y unión  de factores de 

trascripción).
Secuenciación en paralelo de numerosas muestras.
Identificación de mutaciones presentes en baja prop orción (<1%)

Limitaciones:
Precios equipamiento y reacción.

SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA



SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA



Fragmentación de 
la 

muestra/muestras

Preparación de 
la librería

Unión de 1 cadena 
de ADN/esfera

Amplificación

Secuenciación

Análisis de datos

SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA
Sistema GFX (Roche)



SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA
Solid (Applied Biosystems)



SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA
Solid (Applied Biosystems)



SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA
Solexa (Illumina)



SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA
Solexa (Illumina)



SISTEMAS DE SECUENCIACIÓN MASIVA
Solexa (Illumina)



CONCLUSIONESCONCLUSIONES
El El genotipadogenotipado de de SNPsSNPs a gran escala es un a gran escala es un áárea emergente: tecnologrea emergente: tecnologíía a 
que responde/responderque responde/responderáá a gran na gran núúmero de mero de ““preguntaspreguntas””

Numerosas tecnologNumerosas tecnologíías con ventajas y as con ventajas y desventajasdesventajas..ElEl uso simultuso simultááneo de neo de 
varias de ellas en un mismo laboratorio confieren a varias de ellas en un mismo laboratorio confieren a ééste de una gran ste de una gran 
flexibilidad en el abordaje de estudios a media/gran escala.flexibilidad en el abordaje de estudios a media/gran escala.

La tecnologLa tecnologíía del futuro:a del futuro:
Evita un paso prEvita un paso previo de PCRevio de PCR

PodrPodríía basarse en el ana basarse en el anáálisis de mollisis de molééculas culas úúnicasnicas

(molecular (molecular haplotypinghaplotyping))

La reducciLa reduccióón en el coste y el aumento del n en el coste y el aumento del throughputthroughput

tendrtendráá consecuencias importantes en investigaciconsecuencias importantes en investigacióón y n y 

diagnostico (meddiagnostico (medicina personalizada)icina personalizada)



Laboratorio de Estudios Genéticos, 
Fundación para la Investigación del Hospital 

Clínico 
Universitario de Valencia.
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