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Puntos clave

Los polimorismos 

de nucleótido simple 

fueron elegidos como 

la nueva generación de 

marcadores genéticos, 

siendo imprescindibles en 

las investigaciones sobre 

la base genética de las 

enfermedades complejas.

 La aparición 

de plataformas 

de genotipado de 

polimorismos de 

nucleótido simple de alto 

rendimiento, y además 

coste-efectivas, supuso 

una revolución en la 

investigación genómica, 

haciendo posibles los 

estudios de asociación de 

genoma completo.

 Los primeros 

resultados de los 

estudios de asociación 

de genoma completo 

abren nuevos frentes 

en la investigación de 

enfermedades humanas: 

identiicación de la 

variante causal y estudio 

de otras formas de 

variabilidad genética, 

como los copy number 

variants.

 Las nuevas técnicas 

de secuenciación 

permiten la lectura de 

regiones más largas del 

genoma en menor tiempo, 

por lo que tienen múltiples 

aplicaciones dentro del 

ámbito de la genómica.
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En los últimos años se ha producido una revo-
lución en las tecnologías de genotipado que ha 
hecho factible las aproximaciones a gran escala 
o a nivel de genoma completo en los estudios de 
asociación genética. Esto ha supuesto un gran 
avance en el conocimiento de la base genética 
de enfermedades complejas. las tecnologías de 
genotipado de alto rendimiento han utilizado 
como marcadores genéticos los polimorismos 
de nucleótido simple (sNP, de single nucleotide 
polymorphism) debido a su frecuencia, estabili-
dad, simplicidad y a su distribución en el geno-
ma. Recientemente, están apareciendo nuevas 
tecnologías de secuenciación coste-efectivas, 
conocidas como secuenciación de nueva ge-
neración (NGs, de next-generation sequencing), 
que tienen múltiples aplicaciones, como el estu-
dio de genomas completos.

Polimorismos de 
nucleótido simple y 
enfermedad compleja
los sNP son las variantes genéticas más comu-
nes en el genoma, y están accesibles a través de 
bases de datos públicas1-3. Consisten en el cam-
bio de una sola base nucleotídica en el contexto 
de una secuencia genética. Para que una sustitu-
ción sea clasiicada como sNP, la frecuencia del 
alelo menor (MAF, de minor allele frequency) 
debe ser > 1% en la población. 
se caracterizan por ser:
- Mayoritariamente bialélicos, y por tanto fáciles 
de analizar mediante sistemas automatizados.
- Muy estables, con tasas de mutación bajas.
- Muy frecuentes en el genoma (1 sNP/Kb), 
lo que posibilita la creación de mapas de alta 
densidad de sNP.
Por estas propiedades fueron propuestos como 
la nueva generación de marcadores genéticos, 

siendo imprescindibles en las investigaciones 
sobre la base genética de las enfermedades 
complejas, entre ellas el cáncer.
El mecanismo etiopatogénico de las enfer-
medades complejas probablemente consiste 
en un trastorno poligénico en el que la com-
binación de alelos de diferentes genes, con 
penetrancia individual baja y gran prevalencia 
en la población, deinirían la susceptibilidad 
individual a padecer la enfermedad, mientras 
que los factores ambientales modularían di-
cha susceptibilidad para determinar qué indi-
viduos desarrollarán inalmente la patología4. 
la identiicación de estas variantes comunes 
se realiza mediante estudios de asociación 
caso-control, en los que se compara la fre-
cuencia de una variante genética entre dos 
poblaciones (individuos enfermos frente a in-
dividuos sanos) con el objetivo de determinar 
la implicación de la misma en la susceptibili-
dad a la enfermedad5.
Tanto el Proyecto Genoma Humano como el 
HapMap aportaron datos muy valiosos sobre la 
frecuencia y herencia en bloques de los sNP1,6,7. 
se observó que analizando un grupo bien selec-
cionado de sNP, denominados tagsNP, se podría 
capturar hasta el 90% de la variabilidad genética 
en población europea8. Esta información, junto 
con la aparición de nuevas tecnologías de ge-
notipado basadas en arrays, en los que se puede 
analizar de forma simultánea hasta 2 x 106 mar-
cadores por muestra, hizo realidad los estudios 
de asociación de genoma completo9 (GWAs, 
de genome-wide association studies) (ig. 1). Estos 
estudios representan un nuevo método para la 
identiicación de alelos de bajo-moderado ries-
go asociados a enfermedades comunes. A dife-
rencia de los estudios de asociación clásicos en 
los que se plantea la hipótesis del gen candidato 
seleccionado según criterios biológicos, patoló-
gicos o moleculares, en el GWAs las hipótesis 
se generan a partir de los resultados10,11. 
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Lectura rápida

En los últimos años se ha 
producido una revolución 
en las tecnologías de 
genotipado, que ha hecho 
factibles las aproximaciones 
a gran escala o a nivel de 
genoma completo en los 
estudios de asociación 
genética. Esto ha supuesto 
un gran avance en el 
conocimiento de la base 
genética de enfermedades 
complejas.

Se postula que las 
enfermedades complejas 
siguen un modelo de 
herencia poligénica en el que 
la combinación de variantes 
genéticas comunes en la 
población, y con penetrancia 
individual baja, deinirían la 
susceptibilidad individual a 
padecer la enfermedad.

Las variantes genéticas 
más comunes son los 
polimorismos de nucleótido 
simple (SNP, de single 

nucleotide polymorphism), 
que han sido utilizados 
como marcadores por las 
distintas tecnologías de 
genotipado. Éstas han 
evolucionado hacia la 
caracterización simultánea 
de gran número de SNP/
muestra, mediante lo que 
se denominan plataformas 
de alto rendimiento o high-

throughput. 

Los SNP fueron así 
seleccionados como la 
nueva generación de 
marcadores genéticos, 
siendo imprescindibles en la 
investigación genómica de 
las enfermedades complejas.

Los estudios de asociación 
genética caso-control en los 
que se compara la frecuencia 
de una variante genética 
entre dos poblaciones son 
muy útiles para identiicar 
SNP de susceptibilidad a 
enfermedades complejas.

Plataformas de 
genotipado masivo 
de polimorismos de 
nucleótido simple

la tecnología de genotipado ha evolucionado 
hacia la caracterización simultánea de gran 
número de sNP, mediante lo que se deno-
minan plataformas de alto rendimiento o 
high-throughput12,13. Estas plataformas se han 
desarrollado a partir de la puesta a punto de 
nuevos protocolos de reacción química (la sin-
gle base extension, o SBE, y la allele-specific oli-
gonucleotide ligation, u OLA) y métodos de de-
tección como el MAlDI-TOF y la detección 
luorescente, que permiten la identiicación de 
alelos en varios sNP al mismo tiempo (lo que 
se conoce como reacciones multiplex). las prin-
cipales plataformas comerciales de este tipo son 
tres: MassARRAY-sequenom®, Illumina® y 
Afymetrix® (ig. 2). 
1. MassARRAY sequenom®. Es la tecnología 
más lexible en cuanto a la capacidad de inclu-
sión de sNP para el genotipado, aunque sólo 
ofrece la posibilidad de genotipar sNP elegidos 
por el usuario. la tecnología iPlEX® Gold se 
basa en la extensión de un primer en un úni-
co nucleótido; posteriormente la identidad del 
mismo se determina a través de su tiempo de 

vuelo en un espectómetro de masas de tipo 
MAlDI-TOF. 
2. Illumina®. Es una de las plataformas con 
mayor capacidad de sNP por reacción, pu-
diendo además analizar varias muestras en pa-
ralelo. Dentro de sus ofertas de genotipado se 
encuentran tanto los arrays a medida (custom 
arrays basados en las tecnologías GoldenGate® 
y VeraCode®), como los arrays para genomas 
completos (tecnología Ininium®), cuya cober-
tura ha ido aumentando, acercándose en estos 
momentos a los 2M de marcadores.
3. Afymetrix®. se basa exclusivamente en 
arrays comerciales con marcadores ya preesta-
blecidos. Además de los de genoma completo 
(Afy 6.0 y Human 20K CsNP Kit), existen 
otros con regiones diana especíicas, como el 
Human Immune and Inlammation 9K sNP 
Kit, que incluye marcadores en genes relaciona-
dos con las rutas del sistema inmunitario.

GWAS: interpretación 
de resultados y 
aproximaciones 
futuras

la base genética de muchas enfermedades 
complejas ha sido abordada con éxito mediante 

Figura 1. Estrategia GWAS (genome-wide association studies). Se estudia la distribución de los 
genotipos comparándolos en una población de individuos sanos y otra de afectados por la enfermedad. 
Adaptada de Mathewa. Nat Rev Genet. 2008.
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Lectura rápida

Los proyectos Genoma 
Humano y HapMap 
aportaron datos muy 
valiosos sobre la frecuencia 
y herencia en bloques de los 
SNP. 

Los resultados obtenidos 
en los GWAS abren nuevos 
frentes en la investigación 
de enfermedades 
humanas, que van desde 
la secuenciación masiva de 
los loci de susceptibilidad 
identiicados, en búsqueda 
de la variante causal, hasta 
el estudio de otras formas 
de variabilidad genética.

Los copy number variants 
(CNV) son las variantes 
estructurales más comunes 
y representan más del 15% 
de la variabilidad genética 
del genoma. Es conocida su 
implicación en la etiología 
de enfermedades complejas 
y mendelianas por alteración 
de la dosis génica.

La aparición de las 
nuevas metodologías 
de secuenciación (NGS, 
de next-generation 

sequencing), que permiten 
la caracterización de 
regiones del genoma mucho 
más largas en periodos 
menores de tiempo y de 
forma coste-efectiva, 
está revolucionando la 
investigación genómica.

La NGS tiene múltiples 
aplicaciones, que incluyen 
desde la caracterización 
de loci de susceptibilidad 
identiicados en los GWAS, 
hasta la secuenciación 
de genomas completos y 
estudios de ARN.

los estudios GWAs. se han identiicado y re-
plicado asociaciones de las variantes genéticas 
relacionadas con enfermedades como la diabe-
tes tipo 1, o los cánceres de colon y próstata14-19. 
los resultados obtenidos son compatibles con 
un modelo de herencia poligénico. sin embar-
go, estas variantes presentan, en general, unos 
riesgos asociados moderados (odds ratio [OR] 
= 1-1,25), son muy comunes (MAF > 10%) y 
la mayoría corresponde a tagsNP, los cuales no 
suelen tener una importancia funcional por ellos 
mismos, por lo que se desconoce la base mole-
cular de la asociación encontrada19. En conse-
cuencia, es necesario realizar una secuenciación 
masiva de estos loci para identiicar la variante 
causal, así como promover estudios a gran es-
cala en los que se analice un mayor número de 
muestras en arrays con mayor densidad de sNP. 
Otra aproximación es efectuar metaanálisis de 
GWAs, algunos de los cuales ya han identiica-
do con éxito nuevos loci de susceptibilidad21-23, 
así como explorar otras formas de variabilidad 
genética.
Recientemente se ha descubierto que las varian-
tes estructurales más comunes, que represen-
tan más del 15% de la variabilidad genética del 
genoma, son aquellas que afectan al número 
de copias de un fragmento de ADN24,25. Estas 
variantes, denominadas copy number variants 
(CNV), se deinen como fragmentos de ADN 
(de 1 Kb hasta varias Mb) que presentan un nú-
mero variable de copias en comparación con el 

genoma de referencia. las consecuencias fun-
cionales de los CNV incluyen: alteración de la 
dosis génica y disrupción de genes o de elemen-
tos reguladores de la expresión. De ahí deriva 
su implicación en la etiología de enfermedades 
complejas y mendelianas26,27. Compañías como 
Afymetrix® e Illumina® han rediseñado sus 
arrays de GWAs para incluir sondas especíi-
cas de CNV, lo que permite estudiar las impli-
caciones de estas variantes en el desarrollo de 
enfermedades complejas. Aunque la hibridación 
genómica comparada (CGH, de comparative ge-
nomic hybridization) es la metodología más uti-
lizada para estudiar CNV28,29, se espera que las 
nuevas tecnologías de secuenciación permitan 
una mayor deinición de estas regiones génicas.

Secuenciación de 
nueva generación

Desde la invención a inales de los setenta de los 
métodos de secuenciación de ADN, el método 
enzimático de sanger ha sido el gold standard 
de la secuenciación. Este método automatiza-
do permite la lectura de secuencias de ADN de 
una longitud de hasta 750 pb, con una altísi-
ma precisión de lectura. A pesar de la innega-
ble aplicabilidad de la técnica, a partir del año 
2003 empezaron a aparecer nuevas estrategias 
que combinaban la secuenciación de miles de 

Figura 2. Tecnologías high-throughput de genotipado de polimorfismos de nucleótido simple.  
A. Affymetrix®. B. MassARRAY-Sequenom®. C. Illumina®.
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pequeños fragmentos de ADN con un en-
samblaje posterior para crear lecturas de varios 
Mb. Estas nuevas técnicas fueron denominadas 
next-generation sequencing. la principal ventaja de 
estas nuevas plataformas es la capacidad de pro-
ducción de grandes volúmenes de datos de forma 
coste-eiciente30. 
En la actualidad, las plataformas NGs disponi-
bles son principalmente 4: 454 FlX Roche, Gs 
FlX Genome Analyzer o solexa (Illumina), 
sOliD™ (Applied Biosystems) y Helisco-
pe™ (Helicos Biosciences) (ig. 3). A pesar de 
que diieren en cuanto a la metodología química 
usada y a la generación del array de secuencias, 
el esquema de trabajo es similar: la preparación 
de una librería de fragmentos, seguida de una 
ampliicación y una ligación a adaptadores. El 
proceso de secuenciación alterna ciclos enzimá-
ticos con un registro de luorescencia que per-
mite determinar la secuencia.
los avances en las tecnologías NGs serán de 
especial utilidad no sólo para la caracteriza-
ción de loci de susceptibilidad identiicados en 
GWAs y asociados a enfermedades comple-
jas, sino también para la resecuenciación de 
genomas, secuenciación de genomas de novo, 

determinación de regiones de interacción pro-
teína-ADN, análisis de metilación o análisis de 
distintos tipos de ARN (ARN-seq). De hecho, 
cabe destacar la importancia de estas tecnolo-
gías en proyectos actuales como el 1000Geno-
mes Project31,32 y el proyecto de secuenciación 
del genoma Neanderthal33.
Además de las plataformas descritas, se espera 
que durante el 2010 salgan al mercado nuevas 
tecnologías con modiicaciones del método, que 
ya se han bautizado como next-next-generation 
o tercera generación (Paciic Biosciences, life/
Visigen, lI-COR Biosciences)34.
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