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CAPITULO 2:

SECUENCIACION MASIVA
EN PARALELO:
DEL ADN A LOS DATOS

El primer paso en todo analisis genético es la obtencion del ADN
y su procesado. Cada tipo de analisis genético necesita un procesado
especifico, de ahi que el camino desde el ADN a los datos no siempre
sea el mismo v por tanto sea fundamental proveer de material
adecuado a cada analisis. Este capitulo repasa los pasos desde
la obtencion del ADN hasta los datos brutos que permitiran
la posterior interpretacion clinica.
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INTRODUCCION

Han pasado mas de 10 afhos desde la finalizacion del
Proyecto Genoma Humano (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004) y gracias al
rapido progreso de la secuenciacion masiva en para-
lelo y su abaratamiento, hoy en dia es facil ver el uso
rutinario del diagnodstico genético de muchas enfer-
medades en el ambito hospitalario.

Aunque el uso de la gendmica médica es muy pro-
metedor, todavia estad en sus inicios. Cada afio se
desarrollan nuevas tecnologias, métodos y secuen-
ciadores que hacen del diagndstico genético una
realidad (Goodwin, 2016). La denominacion mas
precisa para la secuenciacion de nueva generacion
seria Secuenciacion Masiva en Paralelo (MPS, de su
nombre en inglés Massive Parallel sequencing). No
obstante, la expresion mas utilizada, que adopta-
mos también en esta guia, es la de Next Generation
Sequencing (o NGS). La secuenciacion de nueva ge-
neracion ha supuesto un salto cualitativo y cuantita-
tivo que ha cambiado las reglas del juego en el pano-
rama del diagnostico genético, permitiendo pasar
de la genética clinica a la gendmica médica y en un
futuro cercano, a la medicina de precision (Green,
2011).

Durante los Ultimos afios, se han realizado grandes
proyectos publicos internacionales de secuenciacion
masiva, como el proyecto 1000 genomas (Birney y
Soranzo, 2015), ENCODE (ENCODE Project Consor-
tium, 2012), 100K genomas del Genome England
(Genomics England, EXAC y gnomAD
(Monkol, (http://
www.genomeasiaiook.com/), AllofUs/Precision Me-
dicine Initiative (NIH) (Sankar, 2016) y algunos priva-

2017),

2016), Genome Asia 100K

dos como AstraZeneca (Ledford, 2016). A partir de
este tipo de proyectos y otros a menor escala, se
han abaratado los costes de procesado de ADN,
estandarizado los protocolos de secuenciacion y
analisis y se han desarrollado maquinas de secuen-
ciacion lo suficientemente simples, rapidas y baratas

que, junto a los avances en las herramientas de ana-
lisis y potencia de calculo de los ordenadores actua-
les, han permitido la incorporacion de la secuencia-
cion del ADN en los sistemas de Salud y la obtencioén
de diagndsticos basados en la gendmica de forma
rutinaria.

Estos avances estan permitiendo definir los compo-
nentes genéticos de muchas enfermedades, carac-
terizar comprensivamente genomas de cancer, crear
sistemas practicos para la informatica de la genomi-
ca clinica e incluir el microbioma en los modelos de
salud y enfermedad humana.

En este capitulo introduciremos las diferentes técni-
cas de secuenciacion y analisis del ADN, explorando
todos los pasos del camino que se recorre desde el
ADN hasta los datos brutos que permitiran la inter-
pretacion clinica de los resultados de la secuencia-
cion masiva.

TENEMOS UN PACIENTE, ;Y AHORA QUE?

Preparacion de las muestras

Para proceder a la correcta extraccion del material
genético a analizar hay que tener claro el estudio
que se quiere realizar. En la mayoria de los casos se
analiza el ADN gendmico para la identificacion de
las variantes causantes de una enfermedad. Por
ejemplo, en enfermedades hereditarias se suele ob-
tener ADN a partir de sangre periférica, pero si se
quiere ver la presencia de mutaciones en un tumor,
hay que hacer una biopsia y analizar el ADN del mis-
mo. También se puede analizar el ADN circulante
para diagnostico prenatal no invasivo (Figura 1) e
incluso el de la carga virica.

La extraccion del ADN es un proceso sencillo que se
puede hacer incluso en casa y consiste basicamente
en extraer los leucocitos de la sangre (o células de
tejidos como la mucosa bucal, biopsias o heces),
romper su pared celular y la del nicleo, y precipitar
el ADN mediante sales y alcohol. Cuestiones impor-
tantes en este proceso son: inhibir las proteinas que

SECUENCIACION MASIVA EN PARALELO: DEL ADN A LOS DATOS -
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degradan el ADN cuando se lisan las células, obtener
solo ADN o ARN (o los dos juntos segun se necesite),

0 Unicamente el ADN mitocondrial, y que el ADN 55% 10% DNA
Plasma circulante es fetal

obtenido sea lo mas puro posible y no contenga tra-

zas de los productos usados para la lisis y extraccion wn
del ADN (detergentes, fenol, cloroformo, etc.), que f; /
interferirian en la PCR y procesos de secuenciacion wan

1% leucocitos

(Psifidi A, 2015). Segun el tipo de analisis posterior
es muy importante que el ADN esté lo menos frac-
cionado posible. Algunos robots de extraccion auto-
matica de ADN no servirian para estos analisis, asi
como tampoco el ADN de muestras sometidas a

1% células fetales

procesos de conservacion de tejidos fijados con for-

maldehido (bloques de parafina), que también frac- Figura 1: El test prenatal no invasivo o NIPT (non invasive prena-

cionan el ADN en tamafios de entre 125y 200 pares tal test) se hace a partir de ADN libre circulante (cfDNA) en el
plasma materno (Vermeesch, 2016).

de bases.

PRINCIPALES OPCIONES DE TECNICAS DE SECUENCIACION.

SECUENCIACION CLASICA

Secuencias de 500 a 100 pares de bases (una secuencia de un solo individuo a la vez).
Paralelizacion 96x.

MPS (MILLONES DE SECUENCIAS EN PARALELO)

Secuencias de entre 75 y 150 pb.
Error aleatorio, pero segln secuenciador (los que usan dos colores) mayor
sesgo en llamado de Gs y problemas con regiones ricas en AT y GC.

lllumina

Lecturas cortas

Secuencias entre 200 y 400 pb.

lon torrent =
Mavyor tasa de error en homopolimeros.

Secuencias de entre 8 y 30 Kb.
PacBio Tasas de error bajas a 1% con muchos pases de la misma secuencia
(circular consensus read).

Oxford Secuencias de 200 Kb (en continua mejora).
Lecturas largas nanopore Tasa de error entre un 2 y un 10% segn metodologia.

Secuencias 'ligadas' de longitud virtual de 100 Kb.
Lecturas largas  Uso de cddigo de barras Gnicos para fragmentos largos antes de fraccio-
sintéticas namiento para preparar la genoteca y 'unir sintéticamente' las lecturas.
10X Genomics.



YA TENEMOS EL ADN ;Y AHORA QUE?

Una vez extraido el ADN, el siguiente paso es ver
qué método de secuenciacidon es el mas adecuado
para el experimento planteado.

A la hora de secuenciar el ADN la primera decision
es si necesitamos secuenciar una secuencia larga y
continua (para el tipado de HLA, discriminar la se-
cuencia de un gen de sus pseudogenes, o estudiar
grandes reordenamientos del genoma) o nos sirven
fragmentos pequefios. Otro factor a tener en cuenta
es si queremos secuenciar muchos individuos o mu-
chos genes a la vez, en cuyo caso la secuenciacion
Sanger seria sustituida por la secuenciacion masiva
en paralelo (MPS) por su rapidez y precio.

SECUENCIACION MASIVA

La secuenciacion masiva en paralelo consiste en
fragmentar el ADN en pequefios trozos, amplificar-
los mediante PCR y procesarlos todos a la vez
(Figura 2). Esto permite analizar cualquier ADN aun-
que no se tenga conocimiento de la secuencia a
priori, ya que no se van a disefar cebadores para
amplificar regiones especificas del ADN, como se
hace clasicamente con la tecnologia Sanger o de
electroforesis capilar.

I
_"b' _-__*
. N .

Eltruco de la secuenciacion masiva esta en la parale-
lizacién, es decir, en secuenciar todos los fragmen-
tos de ADN a la vez. Los 3 mil millones de bases de
un genoma se pueden secuenciar en dos dias, y te-
niendo en cuenta que se pueden poner varias mues-
tras a la vez cada una con una 'etiqueta’, los secuen-
ciadores actuales como el NovaSeq de lllumina ad-
miten hasta 16 genomas a la vez por carrera y los
secuencian todos en 40 horas. A esto hay que anadir
otras 40 horas para procesar los datos bioinformati-
camente en un centro de alta computacién que per-
mita la paralelizacidon masiva de los procesos de ana-
lisis. Este analisis bioinformatico se puede hacer en
ordenadores de sobremesa con 32 GB de RAM y se
puede analizar un exoma en 3 horas.

Como conseguir la paralelizacion y como se leen las
bases es lo que diferencia a las diferentes platafor-
mas

A dia de hoy hay dos modelos principales de técni-
cas de secuenciacion MPS: secuenciacion por sinte-
sis (SBS) que implica fragmentos cortos y Single-
Molecule Real-Time Sequencing (SMRT) que permi-
te fragmentos de varias kilobases pero con mayor
tasa de error.

En el lado de los secuenciadores SBS, las dos tecno-
logias mas asentadas son lllumina (detecta la adi-
cion de las bases una a una mediante fluoroforos) e
lon Torrent, que detecta grupos de bases iguales y

[l

FASTQ

Figura 2. Sucesion simplificada de pasos a llevar a cabo en estudios de secuenciacion masiva.
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que mide la sefal mediante semiconductores que
evaluan cambios de concentracion de protones (pH).

En cuanto a los secuenciadores de secuencias largas
y deteccion en tiempo real de moléculas Unicas, los
dos exponentes principales son PacBio de Pacific
Biosciences y Minlon de Oxford Nanopore. PacBio
lee secuencias largas en tiempo real midiendo la
emision de luz del fluordforo liberado tras la incor-
poracion de cada nucledtido. Minlon detecta las ba-
ses de la secuencia midiendo cambios de corriente
eléctrica en la membrana del poro a medida que pa-
sa la secuencia de cadena simple del DNA.

Veamos mas detalladamente en qué consiste cada
técnica:

» lon Torrent. La técnica de secuenciacion de lon
Torrent inicia su procesamiento con una PCR en
emulsién con microgotas (Nyrén, 1985) y usa
semiconductores para detectar los H+ despren-
didos en la incorporacion de los dNTPs. Figura 3

» lllumina. Una de las mayores aportaciones de la
tecnologia de secuenciacion de Solexa-lllumina,
es la PCR puente para la generacion de cliste-
res, y el método de la terminacion ciclica reversi-
ble para la secuenciacion por sintesis. En cada
ciclo, se une un dNTP marcado, se toma una fo-
tografia y se retira para empezar de nuevo
(Bentley, 2008). Figura 4

» Tanto lon Torrent como Illumina, generan se-
cuencias cortas. lllumina de 75 a 300 pares de
bases; lon Torrent hasta 400. Si se necesitan
lecturas mas largas, los secuenciadores de Paci-
fic Biosciences (Rhoads, 2015) y Oxford
Nanopore Technologies (Haque, 2013) son ca-
paces de producir lecturas que superan los 1.000
-10.000 pares de bases. Estas tecnologias, facili-
tan la secuenciacion de regiones del ADN que
contienen alta cantidad de nucledtidos GC, vy el
alineamiento de secuencias que contienen repe-
ticiones. Ademas, al no requerir un paso previo
de amplificacion por PCR, evitan los errores de la
enzima polimerasa. Figura 5.

= = _=—= __ Fragmentacion
e — Adaptaderes de
* secuenciacion

Cargar en
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TECNOLOGIA ILLUMINA

A.EI ADN se fragmenta y se une a dos adaptadores, uno en
cada extremo, y se fijan sobre una lamina de vidrio sobre
la que hay oligonucledtidos complementarios a los adap-
tadores.

B.PCR en puente para amplificacion clonal. Cuando se han
formado los clisteres de secuencias iguales.

C. Secuenciacion. Esta técnica utiliza dNTPs con distintos
fluoréforos y terminadores reversibles.

D.Cada ciclo, una nueva base es anadida al clister y sacado
una foto. Por ejemplo en el clUster superior izquierdo pri-
mero se ha anadido una C luego una Ty finalmente una T,
quedando la secuencia CTT.
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TECNOLOGIA ION TORRENT

A.Microgotas con perlas y reactivos de PCR.

B.Union de un Gnico fragmento por perla.

C.Amplificacion del fragmento en cada microgota de PCR individual.

D.distribucion de una perla por paocillo.

E.Secuenciacion por sintesis. Cada incorporacion de un nucleétido libera un protén que mide un pHmetro.

F.Si hay varias bases idénticas consecutivas da una senal proporcional al nmero de bases consecutivas, pero debido a proble-

mas de saturacion de sefal esto genera problemas con homopolimeros de mas de 7 bases dando tasas de error alto en estos
asos.

5.

Motor
Qb % Lector del manepere
/ ol
i Mombs
secuencia ~Fluordforo liberado e ( 0
sintetizada
X\
Polimerasa Area de deteccidn luminosa
TECNOLOGIA PacBio TECNOLOGIA Minlon
Detecta mediante un microscopio confocal la luz liberada Detecta cambios en la corriente que pasa por el poro a me-
tras cada incorporacion de cada nucleétido a la cadena dida que la secuencia va avanzando.

de ADN que va sintetizando 19
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¢Cuadl ha sido la revolucion de la secuenciacion
masiva?

La importancia de la paralelizacion esta en todos los
pasos del proceso. Los métodos actuales de secuen-
ciacion han triunfado porque son capaces de parale-
lizar y automatizar el analisis a gran escala, no sélo
la adquisicion de la secuencia. Esto se ha conseguido
gracias a un punto clave que ha facilitado todos los
pasos posteriores. Cada secuenciacion en paralelo
parte de una sola hebra de ADN, no de cada una de
las copias de cada cromosoma. Por tanto, a diferen-
cia de la secuenciacion Sanger, donde una variacion
en heterocigosis implica la deteccion en cada lectura
de las dos variantes a la vez, aqui se tiene una se-
cuencia distinta para cada alelo, o copia de ADN.
Esto implica lo que se conoce como una lectura
"digital", o lo que es lo mismo, es posible contar
cuantas lecturas hay de un alelo y cuantas del alter-
nativo e inferir si esas proporciones corresponden a
un heterocigoto (50% de lecturas aproximadamente
de cada alelo), mutaciones somaticas (en cancer) o a
un artefacto de secuenciacion.

La MPS es mas rapida, pero la secuenciacion San-
ger es mejor ;No?

No necesariamente. Hoy en dia, la secuenciacion
masiva de lecturas cortas como la de lllumina, tiene
la misma o mas calidad que la secuenciacion me-
diante el método Sanger (patrén estandar actual) si
se realiza a una cobertura de 200x. Ademas, tiene la
ventaja de que se pueden automatizar todos los pa-
sos del analisis, sobre todo el de llamado de varian-
tes, lo que permite poder analizar un exoma comple-
to en el mismo tiempo que se haria un panel de 10 0
15 genes siguiendo el método estandar. Hay que
resaltar que es verdad que la secuenciacion masiva
tiene un una mayor tasa de error por lectura, pero

€50 No es ningun problema ya que su potencia viene

de leer la misma secuencia entre 30 y 200 veces y
sacar un consenso.

La secuenciacion Sanger sigue siendo Util en regio-
nes del genoma donde hagan falta secuencias largas
para poder alinear/amplificar de forma univoca una

“LA SECUENCIA
SANGER SE USA PARA VAFIDAR
LOS RESULTADO
LA SECUENCIACIO
PORQUE ES UNAFTECNICA
'ORTOGONAL. £S DECIR,
UNA TECNOLQGIA CON
UN TIPO DE ERROR
TOTALMENTE DIFERENTE

ASIVA



region y asegurarse de que las variantes que se van a
llamar, son realmente las de esa zona y no las de un
pseudogen o region homologa.

Si la secuenciacion Sanger no es mejor ;Por qué se
usa para validar los datos de secuenciacion masiva?

La secuenciacion Sanger se usa para validar los re-
sultados de la secuenciacion masiva porque es una
técnica 'ortogonal’, es decir, una tecnologia con un
tipo de error totalmente diferente al de la metodolo-
gia original, de forma que si el resultado de la prime-
ra era un artefacto de la técnica, podria ser un error
intrinseco del método y volveria a salir en una repe-
ticion. Usando una tecnologia completamente dife-
rente, con fuentes de error distintas, nos reafirma en
gue un resultado coincidente sea real y no un arte-
facto.

PREPARACION DE GENOTECAS PARA SE-
CUENCIACION MASIVA (MPS)

En este apartado trataremos solo la preparacion de
genotecas de lllumina, que es el método mas exten-
dido en el ambito clinico. Los conceptos son basica-
mente los mismos para otras plataformas. El primer
paso para poder secuenciar con las tecnologias de
MPS es procesar el ADN creando una genoteca
(fragmentos pequefios de ADN de unos 200 a 400
pares de bases con unas secuencias en los extremos
llamadas adaptadores, que nos permitiran realizar la
secuenciacion). Para ello, se usan diferentes técnicas
de fragmentacion, ya sea mecanica (sonicacion),
y pH) o
(fragmentasas o transposasas).

quimica (temperatura enzimatica
El sistema de fragmentacion a elegir es muy impor-
tante porque es uno de los pasos donde hay que po-
ner el primer control de calidad, ya que cualquier
fallo puede incurrir en un gran sesgo en la calidad de
los resultados. Técnicamente, la mejor fragmenta-
cion y la mayor calidad se consiguen con un método
especial de sonicacion llamado de focalizacion adap-
tativa (Covaris es la principal casa comercial que lo

distribuye). Este método consigue un fracciona-
miento del DNA muy homogéneo y normalmente se
obtiene un rango de fragmentos con un pico a 250
nucledtidos, a los que luego se les afiade por ligacion
un adaptador a cada lado. Este método, aunque
muy preciso, es laborioso y hoy en dia hay protoco-

los mas cortos con métodos enzimaticos.

Los métodos enzimaticos se basan en enzimas deri-
vadas de elementos transponibles llamadas transpo-
sasas. Este método afade ya una parte del adapta-
dor al hacer el corte y luego se afiade el resto del
adaptador por PCR (Figura 6). La fragmentacion ba-
sada en transposasas (tagmentacion), aunque es
mucho mas rapida, no tiene tanta calidad como la
sonicacion de foco adaptativo. Nextera (lllumina) y
QXT (Agilent) son dos productos comerciales basa-
dos en esta tecnologia.

El tipo de muestra de partida es determinante en la
eleccion del método de fragmentacion. A nivel prac-
tico, cuando hay que procesar gran cantidad de
muestras de sangre o material no embebido en pa-
rafina, la tagmentacion es una buena opcion. No
obstante, para muestras de parafina, es altamente
recomendable usar sonicacion ya que estos ADN ya
estan fragmentados o deteriorados por el proceso
de fijacion y la mayoria de los fragmentos de ADN
tienen tamanos por debajo de los 250 pares de ba-
ses, lo que dificulta el corte por las transposasas.

La fragmentacion requiere una comprobacion de
calidad para ver que ha sido correcta. Este chequeo
consiste en ver el perfil de fragmentacién en un
Bioanalyzer, TapeStation o QlAxcel.

Otra forma de obtener la genoteca es por amplifica-
cion de fragmentos en vez de por fragmentacion de
todo el genoma (lon Torrent). Cuando el nimero de
genes a estudiar es bajo, es mas rentable disefar
PCRs para todos los exones de los genes y secuen-
ciar los fragmentos, que hacer un exoma o disefar
sondas de captura y realizar todo el proceso de enri-
quecimiento.

Hay productos comerciales que amplifican por PCR

SECUENCIACION MASIVA EN PARALELO: DEL ADN A LOS DATOS -
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Transposasa ADN Genémico

S ' 4

~ 300 pb
Tagmentacion
2> |
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\ o
Primer de secuenciacion (Read 1)
Indice 1
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Tagmentacion: Fragmentacion del ADN con transposasas modificadas. Un método rapido y eficaz de preparar
librerias para MPS de fragmentos cortos es la fragmentacion del DNA por métodos enzimaticos.
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Perfil de longitudes de fragmentacion del ADN antes de afadir los adaptadores, visto con Bioanalyzer, Tapes-
tation o Qiaxcel



todo el exoma o gran cantidad de genes. Esto tiene
sus ventajas e inconvenientes. La secuenciacion a
partir de fragmentos de PCR es mas barata porque
es mas especifica y se secuencian solo los fragmen-
tos deseados, pero es mas laborioso disefiar todos
los cebadores. Por el contrario, los métodos de cap-
tura o enriquecimiento son mas rapidos pero acaban
secuenciando un 40% de secuencias fuera de la zona
de interés, encareciendo la secuenciacion.

En definitiva, las tres aproximaciones mas comunes
de seleccion de regiones para secuenciar a la hora de
preparar la libreria son:

» Estudio utilizando paneles de genes implicados
en la enfermedad o relacionados con el fenotipo
del paciente, que supone secuenciar una canti-
dad de genes determinados. Este tipo de estu-
dio reduce la cantidad de genes a evaluar, facili-
tando el diagnéstico rapido y dirigido de la pato-
logia cuando hay una sospecha significativa de
un sindrome concreto. Normalmente se hacen
por PCR la seleccion de region para menos de 10
genes o disefiando sondas de captura sisiseva a
amplificar mas de 1 Mb.

= Estudio del exoma, que supone la secuenciacion
mayoritariamente de la parte codificante del
ADN (aproximadamente un 1-2% de la secuen-
cia gendmica). Esto significa secuenciar entre 30
y 60 millones de bases 100 veces de media por
individuo (cobertura 100x). Al cubrir la gran ma-
yoria de las variantes interpretables, la secuen-
ciacion del exoma es Util cuando se desconoce la
posible causa de la enfermedad del paciente en
estudio o se han descartado los genes clasicos
asociados con la enfermedad. La calidad de la
secuenciacion para cada gen esta relacionada
con el sistema de captura y sus coberturas fina-
les dependeran de la eficiencia de las sondas
disefiadas para ese gen.

» Estudio de genoma completo, que supone la
secuenciacion de todo el ADN del individuo. Es-
to significa secuenciar 3 mil millones de pares de

bases al menos 30 veces por individuo
(normalmente indicado como una cobertura
media minima de 30x). Al secuenciar todo el ge-
noma directamente, se obtiene una cobertura
similar para todas las bases. Ademas no sélo da
la informacion sobre las variantes de una sola
base, sino que también permite identificar reor-
denamientos y variaciones en numero de copias

(CNVs).

Cada uno de estos estudios tiene sus pros y sus con-
tras. Sin embargo, debido a que todavia se descono-
ce la funcidn de gran parte de las regiones del ADN y
dado el alto coste de un genoma, para los estudios
de diagnostico clinico se utiliza mayoritariamente el
analisis de exoma, o en caso de tener sospechas sig-
nificativas que dirijan el diagndstico hacia sindromes
concretos de origen monogénico conocido, paneles
de genes dirigidos.

DISCUSION

La democratizacion de la MPS en la clinica, ha dado
lugar a un sinfin de posibilidades que permiten desa-
rrollar nuevos métodos y procedimientos para facili-
tar y acelerar el diagndstico genético y la ampliacion
de sus aplicaciones. La simplificacion del procesado
de muestras y la automatizacion del analisis bioin-
formatico con las nuevas técnicas de MPS hace que
este tipo de analisis esté llegando a los hospitales y
sea una técnica mas al alcance de los médicos para
su uso en el diagndstico diario (Figura 7).

Hay que mentalizarse de que la MPS esta aqui para
quedarse. Son técnicas robustas de alta fiabilidad,
reproducibilidad, automatizacion y capacidad de
deteccion. En concreto, la secuenciacion de exoma
completo identifica las bases genéticas de las enfer-
medades en un 25-40% de los casos (dependiendo
de si se hace un exoma completo de inicio o cuando
no se ha encontrado nada en los genes candidatos).

Aunque la MPS es muy prometedora y Util aun tiene
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Dada la importancia de la MPS en el area clinica, el procesado de los datos se ofrece ya muchas veces como un software
cerrado al que se proporcionan unos datos de entrada y una configuracién y se obtienen "magicamente” unos resultados.
Pero cuidado, esos resultados hay que interpretarlos teniendo en cuenta las medidas de calidad de cada parametro en la

interpretacion y visualizar los alineamientos para descartar artefactos.

sus limitaciones. Por ejemplo, no se puede secuen-
ciar regiones largas de homopolimeros (una misma
base repetida muchas veces) si se utiliza una tecno-
logia como la de lonTorrent. La saturaciéon de H+
que producen, impide el conteo correcto. Con Illumi-
na pasa algo parecido pero es menos dramatica la
pérdida de calidad. Tampoco se puede analizar ge-
nes que comparten zonas homadlogas con otras re-
giones del genoma (pseudogenes, exones muy ho-
mologos) si se utilizan técnicas de secuenciacién que
generan fragmentos cortos, ya que durante el ali-
neamiento de estas secuencias se pueden producir
mapeados ambiguos y no se podra asignar a una
posicion concreta. Esto se puede evitar usando tec-
nologias de lecturas largas como PacBio o Nanopo-
re.

Con todo, la implementacion de la MPS en la rutina
del sistema publico de salud serd una realidad en los
proximos afos y facilitara la personalizacion de la
medicina y la adaptacion del tratamiento del pacien-
te, tanto para el manejo adecuado de sus signos y
sintomas, como para la anticipacion al progreso de
la enfermedad.
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