
Estudio de Transcriptomas Lo que el genoma tiene 
para decir





Expresión diferencial

• No todos los genes se 
expresan 

– existen distintos 
perfiles de ARNs y 
proteínas

• La expresión diferencial: 

– durante el desarrollo y 
diferenciación celular

– en la homeostasis



Estudios clásicos de expresión:

• Se focalizan en un 
número limitado de 
genes
– Northern blot

– RT PCR.



Curvas Rot

• Los ARN están presentes a diferentes 
abundancias

• Tipos de ARN (Okamuro & Goldberg)

– Superabundantes

• 15-90% de la masa de mRNA

• <10 transcriptos diferentes

• >5000 moléculas por célula

– Abundantes

• 50-75% de la masa de mRNA

• ~200-1000 transcriptos diferentes (5% 
de la diversidad de mensajeros)

• 500-2500 moléculas por célula

– Raros

• <25% de la masa

• 95% de la diversidad

• 1-10 por célula



Avances metodológicos



Expressed Sequence Tag (EST)

• Adams M. et al. Science 252:1651-1656 en 1991
• Lecturas de secuencias cortas, al azar y de un único 

pasaje por clon derivadas de bibliotecas de cDNA
• Alternativa mas barata al secuenciado genómico
• Propensas a errores y requieren un procesamiento 

bioinformático intensivo para dar información global del 
transcriptoma.

• Descubrimiento de genes nuevos, y determinación de 
estructura génica

• Se pueden usar para identificar el resto del gen en el 
genoma (anotación de genes nuevos)

• Pueden ser marcadas para localizarse en el cromosoma 
(marcadores físicos)(FISH).

• Verificación de las secuencias UTRs



Producción de ESTs

AAAAAAAAAAAA

cDNAs parciales

TTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTT



Problemas de los ESTs

• Las secuencias pueden contener errores tanto de 
cambio de base como de inserción/deleción

• Genes de baja expresión son difíciles de encontrar en 
la biblioteca de cDNA (normalización, secuenciado en 
masa)

• cDNAs difíciles de clonar 

• No se representa el transcrito completo:

– Solo un 11% de secuencias completas

– 65% de regiones 3’

– 25% de regiones 5’



SAGE (Serial analysis of gene expression)

• 1995

• Secuenciado de pequeños tags

• Cada gen es identificado por 
un tag único:
– Análisis cuantitativo de la 

expresión

• Requiere de un genoma 
secuenciado sobre el cual 
alinear los tags

• Búsqueda de nuevos genes



• Técnica muy sensible



Precesamiento de los datos



Análisis cuantitativo

• El número de veces que se secuencia un 
determinado tag puede ser usado como una medida 
de la cantidad relativa de mRNA original





Problemas del SAGE

• Los tags son MUY pequeños (13 – 14 bp). 
– Si el gen no es conocido es casi imposible reconocer motivos 

funcionales 

– Especificidad: Múltiples genes pueden compartir el mismo tag. Esto ha 
sido mejorado aumentando el largo.

• Las enzimas de tipoIIS (generalmente la BsmFI) 
puede dar largos un poco diferentes lo cual genera 
problemas al interpretar los di-tags

• Algunos mRNAs pueden no tener el sitio de 
reconocimiento de la enzima

• Técnicamente complicado



Análisis a nivel masivo: Microarreglos de ADN

• Permiten el estudio simultaneo y comparativo del transcriptoma

• Siguen en mismo principio que el northern blot pero paralelizado 
masivamente

• Aunque la  presencia de un mensajero no implica presencia de la proteína 
un cambio en la cantidad de mensajero esta mostrando una respuesta 
fisiológica:
– Análisis comparativos de diferentes situaciones

• Permiten tener un pantallazo del transcriptoma a nivel global:
– vías metabólicas completas

• Permiten también realizar inferencias funcionales (clustering)

• Aplicaciones clínicas:
– Farmacogenómica

– Marcadores pronósticos



Tipos de Arrays

• De cDNA
– Se construyen imprimiendo un biblioteca de cDNA en una placa

– Son de hibridación comparativa (“de dos canales”)

– Generalmente personalizados (diseño personal de la biblioteca a 
imprimir)

– Fragmentos largos de ADN (productos de PCR)

– Alrededor de 10.000 “features” por cm2

• De oligos (Chips de ADN)
– Fragmentos cortos de ADN (Alrededor de 25pb)

– Muy alta densidad (millones de features)

– Son impresos “in situ”:
• Fotolitografía

• Eliminan la necesidad de construir una biblioteca

– De un solo canal (un chip por muestra)



cDNA arrays



• 1995

• 48 sondas de cDNA por 
duplicado

• Hoy en día se producen 
arrays de decenas de miles de 
features



Affimetrix



Análisis de niveles de expresión



Análisis de niveles de expresión



Arrays de exones

• Permiten evaluar patrones de splicing



Veo solo lo que quiero ver…

• Desarrollo de los “tiling arrays” (Whole genome 
arrays, WGA)

– La idea es abarcar el genoma entero

– No es necesario conocimiento previo de que es lo que se 
transcribe

• Permitió avances significativos en el conocimiento de 
los transcriptomas

• Permitió abarcar un número mucho mayor de 
preguntas



Tiling arrays



Aplicaciones

• 13000 regiones transcritas previamente anotadas

• 8000 regiones transcritas sin anotación previa

– 1500 serian exones previamente no reconocidos

– 1500 en hebra anti sentido en los intrones

– 5700 lejos de genes conocidos



Plataformas de secuenciación masiva



Secuenciadores de tercera generación: PacBio



Secuenciadores de tercera generación: Nanopore



Capacidad de secuenciar el transcrito entero



Ensamblaje

• Le elección de la plataforma va a estar sujeta a la 
disponibilidad de genoma completo



Anotación de regiones codificantes

• Se obtienen secuencias de todos los exones del gen

– Descripción de nuevos exones

– Descripción de nuevas variantes de splicing (pair ends 
sequencing)



RNAs no codificantes

• Secuenciado de regiones no anotadas no codificantes



Identificación de variantes



Segunda vs tercera generación



RNA-seq

• El conteo de lecturas es cuantitativo lo que nos da 
idea de cantidad de expresión



RNA-seq



RNA-seq

Liu et al. Bioinformatics 2014

• Replicas vs profundidad



RNA-seq



RNA-seq



RNA-seq

• Normalización:

– Corrige efecto de profundidad diferente entre muestras



RNA-seq

• Análisis exploratorios:

– Correlación entre muestras



RNA-seq

Yin et al. Genome Biology 2012, 13:R77

• Expresión diferencial

– MA plot



RNA-seq

• Expresión diferencial

– Volcano plot



RNA-seq



RNA-seq

• Análisis de 
sobrerrepresentación 
de términos de 
ontología



RNA-seq de célula única 



RNA-seq de célula única 



RNA-seq de célula única 



RNA-seq de célula única 



RNA-seq de célula única 

• Smart-seq



Transcriptómica espacial

• Combina RNA-seq de pequeña región (célula única) con 
coordenadas 

• Visium (10x)
– Método más utilizado de transcriptómica especial

– Lisis y transferencia de ARNs a sitios de captura

– La resolución viene dada por el tamaño del sitio de captura.



Transcriptómica espacial



Transcriptómica espacial

Cheng et al, 2022



Preguntas????
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