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Resumen

La secuenciación de exomas humanos alrededor del mundo ha permitido establecer patrones de

variación genética a escala global útiles para brindar una interpretación clínica de variantes. Sin

embargo, las bases de datos públicas disponibles, actualmente no reflejan adecuadamente las

frecuencias alélicas de poblaciones como la colombiana lo cual se convierte en una limitante

importante a la hora de brindar una interpretación clínica de variantes apropiada al contexto

específico de diagnóstico genético del país. Por este motivo, se propuso la identificación, la

determinación de las frecuencias alélicas y el posterior análisis de variantes de 632 muestras de

WES de Biotecgen S.A.S. mediante un flujo de trabajo de control de calidad, alineamiento y

llamado de variantes. Se identificaron 1 881 670 SNVs bialélicos y 260 006 Indels . El conjunto

presentó una mayor proporción de variantes raras (MAF<0,01). El 88% de las variantes fueron

SNVs. Los Indel estuvieron mayormente representados (63%) por deleciones con un tamaño menor

a 6 bases. En la clasificación por consecuencia funcional la mayor proporción estuvo representada

por missense (55.4%), seguida de sinónimas (43.7%) y nonsense (0.9%). La mayor proporción de

loci se encontró en equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05). Finalmente, las frecuencias alélicas

integradas a VarSeq se encuentran actualmente disponibles para los analistas de datos ómicos de

Biotecgen S.A.S. proporcionando información relevante para la interpretación clínica de variantes y

siendo potencialmente valiosas para futuros estudios de ascendencia genética y estructura

poblacional en la cohorte de pacientes colombianos de Biotecgen S.A.S.

Palabras clave.  Frecuencia-alélica, variante, SNVs, Indels
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Abstract

The sequencing of human exomes around the world has made it possible to establish patterns of

genetic variation at a global level that are useful to provide a clinical interpretation of variants.

However, the public databases currently available do not adequately reflect the allele frequencies of

populations such as the Colombian population, which becomes an important limitation when it

comes to providing a clinical interpretation of variants appropriate to the specific context of genetic

diagnosis in the country. For this reason, we proposed the identification, determination of allele

frequencies and subsequent variant analysis of 632 WES samples from Biotecgen S.A.S. through a

workflow of quality control, alignment and variant calling. A total of 1 881 670 biallelic SNVs and

260 006 Indel were identified. The set presented a higher proportion of rare variants (MAF< 0,01).

In the classification by functional consequence the highest proportion was represented by missense

(55.4%), followed by sinónimas (43.7%) and nonsense (0.9%). Eighty-five percent of the variants

were SNVs. Indels were mostly represented (63%) by deletions smaller than 6 bases in size and the

highest proportion of loci was found in Hardy-Weinberg equilibrium (p>0.05). Finally, allele

frequencies integrated to VarSeq are currently available to Biotecgen S.A.S. omics data analysts

providing relevant information for the clinical interpretation of variants and being potentially

valuable for future studies of genetic ancestry and Colombian population structure.

Keywords.  Allele-frequency, variant, SNVs, Indels
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1. Introducción

El desarrollo y el mejoramiento de las tecnologías de secuenciación de genomas y exomas humanos

ha permitido establecer patrones de variación genética a escala global útiles en la interpretación

clínica de variantes (Lek et al., 2016). La secuenciación de próxima generación (NGS) ha

permitido la secuenciación de millones de fragmentos de ADN en paralelo. Entre sus tecnologías, se

encuentra la secuenciación del exoma completo (WES), en la cual se seleccionan las regiones de la

secuencia de ADN codificantes de proteínas y brinda coberturas de incluso 100-200X (Rubio et al.,

2020; Barbitoff et al., 2022).

Los genes codificantes representan entre el 1 y 2% del genoma. En Colombia, las investigaciones

al respecto emplean bases de datos públicas cuya información está mayormente representada por

pacientes caucásicos, lo que supone una limitante importante a la hora de brindar una interpretación

clínica adecuada de variantes en el diagnóstico genético. A esto, se le suma el vacío en la

caracterización de orígenes de ascendencia de individuos en poblaciones mixtas, como la

afrodescendiente o la indígena (Conley et al., 2017).

El presente estudio contiene la recopilación y el análisis de 632 muestras de secuenciación del

exoma completo (WES) de pacientes colombianos de la IPS Biotecgen S.A.S. con sospecha de

enfermedad genética de la cohorte 2019-2022, obtenidas mediante la tecnología de secuenciación

por síntesis de Illumina con preparación de librerías mediante Agilent SureSelect Human All Exon

V6.

Para poder realizar el análisis del conjunto, fue necesario llevar a cabo un flujo de trabajo de control

de calidad, alineamiento y llamado de variantes. En el control de calidad se emplearon los software

FASTQC y Trimmomatic, en el mapeo se hizo uso del genoma de referencia GRCh37 - hg19 del

1
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Broad Institute y se emplearon los software BWA, SAMtools y GATK. El llamado y genotipado de

variantes se llevó a cabo mediante GATK. Para los pasos adicionales de filtrado, anotación y

cálculo de estadísticos se utilizó BCFtools, NGSEP y SNPeff. Posteriormente, se determinó el

parentesco de las muestras con AKT y se obtuvieron los estadísticos de frecuencia alélica,

equilibrio de Hardy-Weinberg y estructura poblacional analizados a continuación. Para finalmente,

integrar las frecuencias alélicas obtenidas a la herramienta de visualización y análisis de variantes

GoldenHelix VarSeq para la interpretación clínica de SNV e Indel en Biotecgen S.A.S.

2
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2. Planteamiento del problema

En la actualidad ha sido posible la secuenciación de gran número de genomas y exomas de seres

humanos alrededor del mundo, debido a la continua aparición y mejoramiento de tecnologías de

secuenciación de alto rendimiento. Estas han permitido establecer patrones humanos de variación

genética a nivel global (Lek et al., 2016). Sin embargo, estos datos continúan siendo de difícil

acceso por motivos éticos, prácticos y logísticos que varían en los diferentes países (Chande et al.,

2020; Conley et al., 2017).

Las investigaciones al respecto se encuentran limitadas debido a que la mayor cantidad de

información contenida en bases de datos, proviene de pacientes caucásicos. Lek et al., (2016)

realizaron un análisis y agregación de datos de secuencia de ADN de 60.706 humanos con

ascendencia diversa para el descubrimiento de variantes en genes codificadores de proteínas, como

parte del Exome Aggregation Consortium (ExAC). ExAC fue posteriormente integrada dentro de la

base de datos GnomAD (Karczewski et al., 2020) en la cual la población “latina” representa tan

solo el 13% y corresponde a “estadounidenses mezclados” (Karczewski et al., 2020). Por lo que se

trata de una muestra no representativa de la población latinoamericana. Lo anterior es una limitante

importante a la hora de brindar una interpretación clínica adecuada de variantes en el contexto

específico de diagnóstico genético del país. A esto, se le suma el vacío en la caracterización de

orígenes de ascendencia subcontinental de individuos en poblaciones mixtas, ya que la mayoría de

estudios genéticos humanos de ascendencia en Colombia y latinoamérica se han centrado en

poblaciones nativas americanas y mestizas con ascendencia europea y nativa americana (Chande et

al., 2020; Conley et al., 2017). Poblaciones representativas en América Latina y el país, como la

afrodescendiente, cuentan con pocos estudios de ascendencia genética. Esto restringe los aportes en

investigación y epidemiología genética en estudios de asociación donde la existencia de subgrupos

3
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o subestructuras poblacionales, pueden llevar a falsas asociaciones en un rasgo (Chande et al.,

2020; Córdoba et al., 2012; Conley et al., 2017).

4
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3. Marco teórico

3.1. Secuenciación del exoma completo

La secuenciación de nueva generación (NGS) agrupa múltiples tecnologías de secuenciación de

ADN. Las tecnologías de NGS se caracterizan por secuenciar millones de fragmentos de ADN en

paralelo varias veces, brindando una gran profundidad que permite obtener datos precisos sobre la

variación de secuencia del ADN. La NGS tiene la capacidad de realizar la secuenciación de

genomas completos o regiones específicas como el conjunto de genes codificantes de proteína, es

decir, la secuenciación del exoma completo (WES) (Behjati & Tarpey, 2013).

 
Se estima que existen 180.000 exones y 22.000 genes codificantes que representan

aproximadamente entre el 1 y el 2% del genoma humano. La secuenciación del exoma completo es

la aplicación de la tecnología de próxima generación diseñada para seleccionar específicamente las

regiones de secuencia de ADN codificantes de proteínas (proceso conocido como enriquecimiento)

y posteriormente secuenciarlas. Esta se remonta al año 2009, y se origina a partir de la combinación

de enfoques de captura del exoma con tecnologías NGS. Gracias a la WES, ha sido posible

determinar la variación de todos los exones de genes conocidos con una cobertura mayor al 95%,

mejorando así el estudio de variantes como Indels y SNVs en tejidos enfermos y sanos. Por esta

razón, se ha convertido en un enfoque sólido para la identificación y distinción del papel de más de

150 genes entre los que se agrupan los desencadenantes de enfermedades mendelianas comunes y

raras (Ping, 2016; Robinson & Jäger, 2017; Mordoh, 2019; Rabbani, 2014). 

 

3.1.1. Secuenciación por síntesis

5
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En este estudio, se usaron datos obtenidos a partir de la tecnología de secuenciación por síntesis

(Illumina®). Esta puede dividirse en cuatro pasos: 1. la preparación de la librería, 2. la generación

de clusters y la amplificación en puente, 3. el proceso de secuenciación y 4. el análisis de todos los

datos obtenidos (Illumina, 2010; Santamaría & Lezana, 2018).

3.1.1.1. Preparación de la librería

El procedimiento experimental de WES inicia con el enriquecimiento del ADN exónico mediante el

método de captura elegido seguido por la construcción de una biblioteca de secuenciación (Ping,

2016; Santamaría & Lezana, 2018).

De manera general, en la preparación de la librería se lleva a cabo la tagmentación donde se

emplean transposomas para realizar el marcaje con secuencias adaptadoras y la fragmentación del

ADN en una misma reacción (Illumina, 2020). En la WES, se requiere la preparación inicial del

ADN; el método de captura del exoma excluye las regiones intrónicas y las no traducidas (UTRs),

enriqueciendo de manera selectiva la secuencia exónica para la NGS. Para este fin, existen

múltiples kits de enriquecimiento que hacen la secuenciación de forma directa y sencilla como los

comercializados por NimbleGen, Illumina® y Agilent (Illumina, 2010, Ping, 2016).

3.1.1.1.1. Método de captura

El método empleado para la captura del exoma fue Agilent SureSelect Human All Exon V6 en el

cual, como bien describen Gnirke et al., (2009). Este método aprovecha las ventajas tanto de la

cinética favorable de la hibridación en solución como de la economía y flexibilidad que brinda la

síntesis de oligonucleótidos en microarreglo. Lo anterior permite la preparación de grandes

cantidades de “bait” partiendo de una única síntesis de matriz de oligonucleótidos que se puede

almacenar y usar varias veces durante la ejecución de un proyecto de secuenciación dirigida.

6
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La captura consiste en la síntesis de un conjunto de oligonucleótidos ultralargos de 200 nucleótidos

en el microarreglo de Agilent que se escinden del soporte y se eluyen en un tubo (Metzker, 2010).

Los oligonucleótidos comprenden una secuencia con 170 nucleótidos específicos de diana

flanqueada con 15 bases de un primer universal en cada lado para conseguir la amplificación por

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Este enfoque se basa en ácido ribonucleico (ARN)

biotinilado en el que, en una segunda ronda de PCR se agrega un promotor T7 responsable de la

incorporación de uridina-5’-trifosfato (UTP) en la secuencia de la sonda mediante transcripción in

vitro que en presencia de biotina-UTP genera un cebo de hibridación de ARN para “pescar” las

regiones de interés del ADN. El exceso de cebo de ARN monocatenario no autocomplementario

impulsará la hibridación, seguido de esto, la captura emplea perlas magnéticas recubiertas de

estreptavidina, se amplifica por PCR con primers universales y se analiza en el instrumento de NGS

(Gnirke et al., 2009; Mamanova et al., 2010).

Figura 1 

Preparación de sondas de captura de ARN biotinilado. La biblioteca de entrada de fragmentos de

genoma completo se observa arriba a la derecha, el cebo se ve arriba a la izquierda y abajo la

captura en la biblioteca de salida enriquecida seleccionada por híbridos. Se ilustran dos objetivos

de secuenciación en rojo y azul cada uno con su cebo. Las hebras simples (líneas finas) y dobles

(líneas gruesas). El adaptador universal está representado por el color gris. La hibridación se ve

impulsada por el exceso de ARN monocatenario no autocomplementario representado con líneas

onduladas

 

7
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Nota. Gnirke A, Melnikov A, Maguire J, Rogov P, LeProust EM, Brockman W, Fennell T,

Giannoukos G, Fisher S, Russ C, Gabriel S, Jaffe DB, Lander ES, Nusbaum C. Solution hybrid

selection with ultra-long oligonucleotides for massively parallel targeted sequencing. Nat

Biotechnol. 2009 Feb;27(2):182-9. doi: 10.1038/nbt.1523. Epub 2009 Feb 1. PMID: 19182786;

PMCID: PMC2663421.

3.1.1.2. La generación de clusters y la amplificación en puente

Posteriormente a ello, se lleva a cabo la amplificación con los primers específicos a las secuencias

adaptadoras, lo que genera dos sitios de unión a primers diferentes. Adicionalmente se añaden los

índices y los sitios complementarios a los sólidos de la celda de flujo (Illumina, 2010).

Para la generación de clústers se lleva a cabo la amplificación en puente donde los fragmentos de

ADN se colocan en una celda de flujo, una superficie sólida de vidrio con carriles que contienen

8
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nano pozos recubiertos por dos tipos de oligonucleótidos complementarios a los adaptadores de

cada fragmento a secuenciar, lo que permitirá el anclaje de cada fragmento a uno de los pozos de la

celda. En los pozos se amplifican los fragmentos de manera isotérmica y una polimerasa generará la

secuencia complementaria del fragmento hibridado obteniendo una hebra complementaria a la

muestra adherida a la celda. Esta molécula de cadena doble se desnaturaliza, el oligonucleótido

original se remueve de la celda de flujo y la otra hebra se dobla uniéndose al segundo

oligonucleótido anclado a la celda. Luego, una polimerasa realiza la extensión denominada

amplificación en puente. Posteriormente, la estructura bicatenaria se desnaturaliza en una hebra

sentido y una antisentido, las cuales serán cortadas y lavadas previamente a la secuenciación. Este

proceso se repite múltiples veces generando un cluster de hebras (Illumina, 2010; Rubio et al.,

2020).

3.1.1.3. Secuenciación

La secuenciación inicia con la hibridación de un cebador universal (primer) a la cadena para,

posteriormente, realizar un ciclo en el que se agregan una serie de soluciones sucesivas con un

único nucleótido marcado con un fluoróforo diferente (para A, T, C y G). Estos emitirán para

cada caso una longitud de onda distinta tras su adición a la cadena, indicando el tipo de

nucleótido. El número de ciclos indicará la longitud de la secuencia. Este proceso se realiza con

múltiples clústers emitiendo miles de señales al mismo tiempo. Terminado este proceso, se

desnaturaliza la molécula bicatenaria y se retira la hebra generada, se inserta un segundo primer

para la lectura de la secuencia índice, se lava el fragmento generado, se repite el proceso hasta la

amplificación en puente, se obtienen las lecturas de extremo emparejado y se remueve esta vez,

la hebra forward y se repite la secuenciación por síntesis con la hebra reverse (Illumina, 2010).
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3.1.1.4. Análisis bioinformático de los datos obtenidos

De manera muy general, en el análisis bioinformático el secuenciador realiza un demultiplexado

donde se clasifican las lecturas en función de los oligonucleótidos flanqueantes generando un

fichero por muestra secuenciada. Posteriormente, se evalúa la calidad de las lecturas obtenidas con

un software como FastQC o Prinseq-lite. Luego, se eliminan las secuencias contaminadas, las

lecturas de baja calidad, los adaptadores u otras lecturas cuestionables generadas en la

secuenciación. Este proceso de filtrado y limpieza se lleva a cabo con herramientas como

Prinseq-lite o, como en este estudio, Trimmomatic. Posteriormente se lleva a cabo el mapeo de las

lecturas al genoma de referencia, para luego eliminar posibles errores de secuenciación

manteniendo la variabilidad. Se obtiene un archivo BAM para cada lectura, se detectan zonas no

cubiertas por el genoma de referencia o con un exceso de lecturas alineadas y, finalmente, se lleva a

cabo el análisis de variantes de las lecturas (Ping, 2016; López et al., 2021). 

3.2. Variantes
 

El genoma humano está conformado por un aproximado de 3200 millones de pares de bases

contenidas en 23 pares de cromosomas formando una secuencia de nucleótidos casi idéntica entre

dos individuos cualesquiera. Los procesos históricos de mutación y deriva genética han dado origen

a variaciones en la secuencia, formas alternativas de un mismo gen (múltiples alelos) que se

encuentran con una determinada proporción en la población (Lencz, 2022). 

Las variantes se pueden clasificar según el tipo de alteración en: SNV, Indel o variación estructural

para reordenamientos de más de 50 pares de bases. Estas últimas suelen ser producto de deleciones,

duplicaciones, inversiones, inserciones o translocaciones (Ver la Figura 2). Por otro lado, las

variantes que se ubican en regiones codificantes se han clasificado en función de su efecto en la

estructura de las proteínas en: missense, sinónimas, de pérdida de codón de inicio y de pérdida de
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función, las cuales incluyen las de cambio de marco de lectura y las variantes de parada (codón de

parada prematuro y pérdida del codón de parada). Al igual que en Trudsø et al., (2020), en este

estudio se prefirió el término SNV sobre polimorfismos de único nucleótido (SNP) debido a que un

SNV no depende de estar presente en más del 1% de la población. En otras palabras, se contemplan

las variantes raras (frecuencia del alelo menor (MAF) <0.05) que a menudo son asociadas con

enfermedades hereditarias.

Figura 2

Variantes genéticas comunes. a nivel de nucleótidos. b. A nivel estructural. c. A nivel de SNV

Nota. Cardoso, J.G.R., Andersen, M. R., Herrgård, M. J., Sonnenschein, N.(2015). Common genetic

variations.[PNG]. Analysis of Genetic Variation and Potential Applications in Genome-Scale

Metabolic Modeling.

https://www.researchgate.net/figure/Common-genetic-variations-Variations-at-the-A-nucleotide-lev

el-and-B-structural_fig2_272676315
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3.2.1. Variante de nucleótido simple
 

t: A type of variation affecting a single nucleotide in a DNA sequence, in which the nucleotide (for

example, cytosine) is substituted with a different type of nucleotide

Cuando el cambio en la secuencia se da a nivel de único nucleótido se denomina variante de

nucleótido simple (SNV), ocurre cuando el nucleótido es sustituído por otro tipo de nucleótido

diferente (Eichler, 2019). Estas variantes de secuencia, que se encuentran en regiones intergénicas,

intrónicas y exónicas de manera heterogénea en el genoma, suelen ocurrir de manera natural en

individuos de una misma especie, por lo que han sido utilizadas como “huellas dactilares” de ADN

para la diferenciación de individuos (Ping, 2016). 

En los seres humanos se ha estimado una frecuencia media de 1 SNV por cada 500-1000

nucleótidos frente al genoma de referencia, lo que variará según el cromosoma y la región del

mismo (Ding & Jin, 2009). Estas variantes determinan el mayor porcentaje de variabilidad genética

humana (INCIFOR, 2021). Se dice que se originaron en diferentes puntos de la historia evolutiva

humana y se estabilizaron en el genoma. Han permitido el estudio de orígenes de ascendencia, de

rasgos complejos como la función metabólica, la altura y las bases genéticas de enfermedades

comunes. Así mismo, las diversas alternativas de un determinado SNV pueden ser cruciales en la

propensión al desarrollo de enfermedades, en la agresividad de las mismas o en las variaciones en la

respuesta a medicamentos (INCIFOR, 2021; Kohlmeier, 2020; Lencz, 2022; Ping, 2016). 

3.2.2. Indel 

 

La extensión en pares de bases del genoma no es la misma para todas las personas; la secuencia de

un ser humano puede variar siendo de una base a millones de bases más corta o más larga

comparada con la de otro ser humano. Estas variaciones que se remontan varias generaciones e

12



Análisis de la variación en exomas de pacientes colombianos de Biotecgen SAS                                Allison Daian Redondo Aguilar

incluso millones de años atrás se atribuyen a inserciones o deleciones de nucleótidos en la secuencia

de ADN humana(Kohlmeier, 2020). 

Las inserciones son variantes que implican la adición de uno o más nucleótidos en la secuencia de

ADN. Por otro lado, las deleciones implican la pérdida de uno o más nucleótidos como se puede

apreciar en la Figura 2. Ambas variantes suelen originarse por el fenómeno conocido como

“replication slippage” o emparejamiento erróneo de la hebra deslizada (SSM), afectando desde un

nucleótido hasta grandes regiones de un cromosoma. Se ha sugerido que las más comunes se han

visto favorecidas por ventajas selectivas como la alineación con el nutritopo predominante (entorno

nutricional al que está expuesta la población) y tienen la capacidad de moldear el genoma en una

escala temporal grande (Biesecker, 2022; Ganguly, 2022; Kohlmeier, 2020;  Savino et al., 2022). 

Es difícil atribuir los cambios en la secuencia a la adición o eliminación de un segmento en

particular. Por ende, se hace referencia a ambas variantes mediante la contracción Indel. Estas se

caracterizan por tener una longitud menor a 50pb (Eichler, 2019) y son de gran importancia ya que

aportan información útil de ancestría y estructura poblacional. Sin embargo, su detección

comparada con la de SNVs es más difícil debido a dificultades en el mapeo y a su baja frecuencia

por lo que se requiere una mayor profundidad (Mordoh, 2019; Sehn, 2015).

3.2.3. Frameshift
 

Cuando los nucleótidos insertados o eliminados de la secuencia no son múltiplos de tres la variante

se denomina frameshift (de cambio de marco), ya que se ve afectado, como su nombre lo indica, el

marco de lectura para la traducción de los tripletes de nucleótidos. Por ejemplo, si el Indel es de

una o dos bases, como se ilustra en la Figura 3.

Una lectura errónea da como resultado proteínas truncadas debido a que, tras la introducción de una

mutación frameshift, de los 64 codones estándar, 44 pueden contribuir a la aparición de un codón de
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parada “oculto”. Proteínas no funcionales pueden desencadenar una enfermedad (Adams, 2022;

Kohlmeier, 2020; Savino et al., 2022). Por otro lado, pares mutuamente compensatorios de

frameshifts pueden contribuir a la recuperación de la funcionalidad al restaurar el marco original

(por ejemplo, +1, -1 y +1 +2). De manera similar, se puede revertir el silenciamiento de un gen

causado por un frameshift, volviendo a adquirir la versión funcional del gen afectado (Savino et al.,

2022).

Figura 3

Variante frameshift o de cambio de marco

Nota. Leja, D. (2022). Mutación con cambio del marco de lectura [JPG]. National Human Genome

Research Institute. Genome.gov. https://www.genome.gov/genetics-glossary/Frameshift-Mutation

 

3.2.4. Variante sinónima
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Este tipo de variante se caracteriza porque, a pesar de alterar la secuencia de nucleótidos del ADN y

ARNm. Gracias a que el código genético es degenerado, no producen una sustitución en el residuo

de aminoácido de la proteína resultante, como se observa en la Figura 4. Por esta razón, son

denominadas comúnmente como silenciosas (Henson & Resta, 2021). No obstante, como afirman

Sharma et al., (2019), en algunos casos estos cambios pueden llegar a afectar la transcripción, la

maduración del ARNm y la traducción de ARNm alterando el fenotipo.

Figura 4

Variante sinónima

Nota. Adaptado de Missense mutation, de Leja, D. (2022). National Human Genome Research

Institute. https://www.genome.gov/genetics-glossary/Missense-Mutation

3.2.5. Missense
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En este tipo de variante, a diferencia de la anterior, la alteración de la secuencia de nucleótidos sí

codifica para un residuo de aminoácido diferente en una posición particular en la secuencia de la

proteína resultante, como se observa en la Figura 5 (Brody, 2022; Jepsen et al., 2020).

Figura 5

Variante missense

 Nota. Leja, D. (2022). Missense mutation [JPG]. National Human Genome Research Institute.

Genome.gov. https://www.genome.gov/genetics-glossary/Missense-Mutation

3.2.6. Nonsense
 

Como se aprecia en la Figura 6, cuando se presenta un codón de parada prematuro dentro del marco

de lectura abierto (ORF), es decir, un codón de terminación prematura (PTC) finalizando la

codificación de la proteína, la variante se denomina nonsense. Este tipo de variante agrupa a

start-loss y stop-gained. Las variantes stop-gained son aquellas que se encuentran entre el codón de
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iniciación y el de parada generando proteínas anormalmente cortas. Para el caso de las start-loss, la

afectación ocurre específicamente en el codón de inicio (Benhabiles et al., 2016; Guttman, 2013).

Figura 6

Variante nonsense

 Nota. Leja, D. (2022). Nonsense mutation [JPG]. National Human Genome Research Institute.

Genome.gov. https://www.genome.gov/sites/default/files/media/images/tg/Nonsense-mutation.jpg

La WES, es una alternativa eficiente a la secuenciación del genoma completo (WGS) gracias a la

simplificación del análisis de variantes, el almacenamiento de datos y a su menor costo de

secuenciación lo que ha facilitado el diagnóstico clínico y la construcción de perfiles personalizados

de riesgo de enfermedad, al ser de gran utilidad en la detección de variantes con frecuencia baja

como son las Indel cuyas alternativas pueden ser cruciales en la propensión al desarrollo de

enfermedades (Bamshad et al., 2011; Barbittoff et al., 2020). Gracias a esto, cada vez son más las

investigaciones respecto al estudio de estas variantes y la construcción y enriquecimiento de bases

de datos, ya que esto proporciona información relevante sobre los patrones globales de variación
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genética en los humanos. Como en Lek et al. (2016), quienes describen el llamado de variantes

conjuntas a partir del análisis de 60.706 exomas superando en magnitud a un gran número de bases

de datos, con el fin de demostrar la aplicación del conjunto de datos en el análisis de variación, el

descubrimiento de recurrencias mutacionales generalizadas y la interpretación de variantes de

significado clínico. El proyecto UK Biobank, por otro lado, es un estudio de cohorte prospectivo

con datos genéticos y fenotípicos profundos de aproximadamente 500.000 individuos de todo el

Reino Unido, que recopiló datos de todo el genoma de los participantes, con el fin de brindar

oportunidades para el descubrimiento de nuevas asociaciones genéticas y de bases genéticas de

rasgos complejos (Bycroft et al., 2018). A su vez, Montgomery et al., (2013), estudiaron: “El

origen, la evolución y el impacto funcional de las variantes cortas de inserción-deleción

identificadas en 179 genomas humanos”. 

 

Frente a los estudios que emplean la NGS, vale la pena mencionar las investigaciones de Trudsø et

al., (2020) y el de Hwang et al., (2017), donde se exponen métodos computacionales para la

detección rápida de variantes complejas y empalme en lecturas cortas.   

A nivel latinoamericano, cabe mencionar el estudio titulado: "Reference exome data for a Northern

Brazilian population", que señala un punto de referencia útil para el diagnóstico de enfermedades

raras en Brasil (Weeks et al., 2020). En México se realizó un estudio de variaciones con el fin de

conocer sus impactos o si guardaban relaciones con eventos de mestizaje estimados a partir de la

variación de los nativos amerindios mexicanos. En el caso nacional, el proyecto Chocogen busca

caracterizar la ascendencia genética chocoana y observar la relación entre determinantes genéticos

de salud y enfermedad en esta región del Pacífico colombiano (Chande et al., 2020; Ballesteros,

2019). 

3.2.7. Frecuencia alélica
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El estudio de la estructura, la historia génetica de la humanidad, el flujo de los alelos en diferentes

poblaciones y generaciones y la determinación de los mejores métodos para la identificación de

susceptibilidad genética frente a patologías comunes, ha sido posible gracias al conocimiento de los

principios y métodos de la genética de poblaciones (Nussbaum et al., 2016).

Comúnmente, para describir la estructura genética de una población se enumeran los tipos y

frecuencias de genotipos y alelos. El conjunto génico de una población se puede describir en

términos de la frecuencia genotípica o la frecuencia alélica (Pierce, 2015).

La frecuencia alélica hace referencia a la recurrencia de un alelo particular frente al resto de alelos

de un locus. Las frecuencias alélicas reflejan la diversidad genética y permiten describir el conjunto

génico en menos términos, ya que el número de alelos es menor al de los genotipos.

Adicionalmente, a diferencia de la frecuencia genotípica, tiene continuidad de una generación a la

siguiente. Sus variaciones en función del tiempo pueden revelar deriva genética o la introducción de

nuevas variantes en la población. Como explica Pierce (2015), es posible calcular la frecuencia

alélica a partir del número de genotipos de la siguiente forma:

𝐹𝑟𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑎𝑙é𝑙𝑖𝑐𝑎 = 𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑢𝑛 𝑎𝑙𝑒𝑙𝑜
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑎𝑙𝑒𝑙𝑜𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑙𝑜𝑐𝑢𝑠 

También, es posible realizar el cálculo de frecuencia alélica para un locus con dos alelos (Pierce,

2015). En caso de un locus bialélico las frecuencias para “A” y “a” representadas por p y q se

calculan mediante las siguientes ecuaciones:

𝑝 = 𝑓(𝐴) =
2𝑛

𝐴𝐴
+𝑛

𝐴𝑎

2𝑁 

𝑞 = 𝑓(𝑎) =
2𝑛

𝑎𝑎
+𝑛

𝐴𝑎

2𝑁 

donde f es la frecuencia, N es el número total de individuos y , y son el número de𝑛
𝐴𝐴

𝑛
𝐴𝑎

𝑛
𝑎𝑎

individuos para “AA”, “Aa” y “aa”, respectivamente, donde la suma de las frecuencias es igual a 1.
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Finalmente, también es posible el cálculo de la frecuencia alélica partiendo de las frecuencias

genotípicas como se expone en Pierce (2015).

3.2.7. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Un principio general de amplia aplicación y alcance que constituye la piedra angular de la genética

de poblaciones es el HWE. Este fue formulado en 1908 por Godfrey Hardy y Wilhelm Weinberg;

consta de dos componentes fundamentales. En primer lugar, plantea para una serie de condiciones

ideales en la población, una relación simple entre frecuencias alélicas y genotípicas de un locus

genético, la cual es resultado de una distribución binomial parametrizada por la frecuencia alélica

(AF) para marcadores bialélicos. Cabe mencionar que, así la población no cumpla con la relación en

el estado inicial, el emparejamiento aleatorio permitirá que se establezca el equilibrio. En segundo

lugar, afirma que la proporción de los genotipos no cambiará si las AF no cambian a través de las

generaciones. Estas condiciones contemplan una población grande donde los emparejamientos

ocurren al azar, la tasa de mutación de novo es indiscernible, no existe selección contra un genotipo

concreto y no se presenta inmigración de individuos con frecuencias alélicas significativamente

diferentes a las de la población endógena (Hao & Storey, 2019; Nussbaum, Mclnnes & Willard,

2016).

La determinación del HWE suele ser un paso preliminar en los análisis genómicos; de hecho; sirve

como una verificación de la calidad de los datos o verificación de los supuestos del modelo, ya que

se espera que este equilibrio se mantenga en la mayoría de marcadores genéticos. Cuando esto no

sucede una de las causas puede ser producto de una estructura de población, por lo cual en estudios

como el de Hao & Storeyructu (2019), afirman que es importante identificar las otras posibles

causas de desviaciones en el HWE ya que la gran mayoría de poblaciones naturales que se han
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estudiado presentan algún grado de estructura (Hao & Storeyructu, 2019; Nussbaum, Mclnnes y

Willard, 2016). 

Se presentará entonces un desequilibrio con el incumplimiento de los supuestos previamente

mencionados, por ejemplo, cuando hay un bajo número de individuos en la población donde se ve

alterada la frecuencia alélica, o cuando ocurre la adición de alelos nuevos debido a mutaciones o

cuando la población presenta subgrupos donde el apareamiento no sucede al azar, como en el caso

de los seres humanos a causa de fenómenos de estratificación, emparejamiento dirigido y la

consanguinidad. En cuanto al mantenimiento de frecuencias alélicas constantes intervienen el efecto

de la mutación, selección y fitness, la deriva genética, la migración y flujo génico (Nussbaum,

Mclnnes y Willard, 2016).

La prueba de HWE es sumamente relevante en análisis de datos genéticos poblacionales, su

aplicación práctica más importante en genética médica es el asesoramiento genético en casos de

trastornos autosómicos recesivos (Mclnnes y Willard, 2016).
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4. Pregunta de investigación

¿Cuáles son las frecuencias alélicas en un conjunto de variantes (SNVs e Indels) obtenidas mediante

secuenciación de exoma completo en pacientes colombianos de una IPS de diagnóstico genético?
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5. Justificación

Los datos de secuenciación de genomas y exomas de miles de humanos en los últimos años han

permitido la obtención de gran número de datos que proporcionan información relevante de los

patrones globales de variación genética humana aportando a la comprensión histórica, biológica y

poblacional humana y al fortalecimiento de los recursos para la interpretación clínica de variantes.

El filtro por frecuencia de las variantes de secuencia juega un papel clave en el descubrimiento de

variantes asociadas a enfermedades genéticas raras, cuya interpretación es útil para el proceso de

diagnóstico clínico para condiciones específicas, y a su vez, en la identificación de variantes

comunes en nuestras poblaciones no descritas en bases de datos de referencia (Kobayashi et al.,

2017; Lek et al., 2016; Weeks, 2020). En la actualidad, los conjuntos de datos de la variación de

secuencias de ADN disponibles de población latinoamericana y, más específicamente, colombiana,

representan una fracción pequeña de todas las muestras secuenciadas (Lek et al., 2016; Ballesteros,

2019).

En Colombia, se han identificado alrededor de 1920 enfermedades huérfanas que se encuentran

incluídas en la resolución 430 de 2013. Estas enfermedades se caracterizan por ser crónicas,

debilitantes y peligrosas para la vida y por poseer una prevalencia menor a 1 en cada 5000

personas. Estas agrupan enfermedades raras, ultra huérfanas (prevalencia <1/1000000) y olvidadas.

Según el Ministerio de Salud y Protección Social (2022), en una porción significativa de esta

población, las enfermedades son producto de mutaciones genéticas que pueden ser heredadas y,

debido a su baja recurrencia, presentar vacíos investigativos que se traducen en dificultad

diagnóstica. Es ahí donde adquieren relevancia los estudios de identificación y distribución de

variantes asociadas a estos rasgos patogénicos dentro y entre las poblaciones, ya que proporcionan

información sobre la base genética para los rasgos relacionados con la salud (Chande et al., 2020).
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6. Objetivos

6.1. Objetivos General

Analizar la variación genética, a partir de los datos de secuenciación de exoma completo, de una

cohorte de pacientes con sospecha de enfermedad mendeliana en la IPS Biotecgen S.A.S. para el

periodo 2019-2022.

6.2. Objetivos específicos

Identificar las variantes en el conjunto de datos de secuenciación de exoma completo de 632

muestras de pacientes con sospecha de enfermedad mendeliana de Biotecgen S.A.S.

mediante un flujo de trabajo de control de calidad, alineamiento y llamado de variantes.

Determinar las frecuencias alélicas de las variantes tipo SNV e Indel en el conjunto de

variantes de la cohorte de pacientes con sospecha de enfermedad mendeliana de Biotecgen

S.A.S.

Integrar la matriz de datos de frecuencia alélica de variantes SNV e Indel en las

herramientas de visualización de datos de los analistas de datos ómicos de Biotecgen S.A.S.
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7. Método

Se tuvieron a disposición 706 muestras de pacientes de entre 0 y 90 años con sospecha de

enfermedad genética remitidos para análisis mediante secuenciación de exoma completo en la IPS

Biotecgen S.A.S. Posterior al proceso de remoción de duplicados y muestras parentales se

obtuvieron 177 muestras a las que se les realizó el flujo de trabajo completo (control de calidad,

alineamiento y llamado de variantes), y 455 que Biotecgen S.A.S. proporcionó ya procesadas hasta

el primer filtrado, para un total de 632 muestras analizadas. Se incluyeron muestras pertenecientes a

la cohorte 2019-2022 y de secuenciación de exoma completo con una profundidad de secuenciación

de 50X o superior que contaban con consentimiento informado donde se autorizaba el uso con fines

investigativos de sus datos biológicos (Formato en el Anexo 40). No se tuvieron en cuenta los datos

de pacientes que manifestaron desacuerdo en el consentimiento.

Se empleó la tecnología de secuenciación por síntesis de Illumina con preparación de librerías

mediante Agilent SureSelect Human All Exon V6.

 7.1. Control de calidad

Inicialmente para el procesamiento de las muestras, se hizo uso de dos scripts. El primero permitió

la unión de los múltiples archivos pertenecientes a una misma muestra obteniendo al final

únicamente dos archivos por muestra (forward and reverse). Este procesó todos los archivos de

lectura emparejada mediante el comando pigz para paralelizar la generación de archivos FASTQ

comprimidos en formato GZ, indicando un número determinado de procesadores (8), y

posteriormente eliminar los inputs.

El control de calidad se realizó mediante la herramienta FASTQC V0.11.1 a partir de los archivos

FASTQ para posteriormente realizar la limpieza de las secuencias. Para ello, se empleó
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Trimmomatic V0.39, con el cual se removieron los adaptadores y se escanearon cada una de las

lecturas con una slidewindow de tamaño 5 cortando cuando la calidad promedio por base fue <20.   

7.2. Mapeo
 

Con los archivos limpios se procedió a ejecutar el pipeline de mapeo y llamado de variantes. El

input de esta fase fueron los archivos FASTQ limpios, y el genoma humano de referencia GRCh37

- hg19 del Broad Institute. El mapeo se realizó mediante el algoritmo mem de BWA

(Burrows-Wheeler Aligner) paralelizando con 40 threads. Con el archivo resultante se llevó a cabo

el ordenamiento por coordenadas, la selección de lecturas pareadas y el ajuste de las etiquetas de los

grupos de lectura mediante SAMtools, obteniendo un archivo BAM. Finalmente, se realizó el

marcaje de duplicados con GATK MarkduplicatesSpark con los parámetros por defecto cuyo output

en formato BAM fue indexado con el comando index usando 40 threads.

 

7.3. Llamado y genotipado de variantes
 

En esta fase se realizó la recalibración del puntaje de calidad por base (BQSR) mediante GATK

(Genomic Analysis Toolkit) V.4.2.5.0 haciendo uso de dos comandos: 1. BaseRecalibrator y 2.

ApplyBQSR. Con el primero, se generó la tabla de calibración. Luego se usó ApplyBQSR con los

parámetros por defecto para obtener archivos BAM con las recalibraciones de calidad por base de

las lecturas respecto a la tabla de calibración generada previamente. El proceso se hizo de manera

paralela para cada cromosoma para optimizar el tiempo de corrida. La unión de los archivos BAM

de cada cromosoma y el cálculo de estadísticos de mapeo se llevó a cabo mediante SAMtools.

Habiendo realizado estos pasos, se hizo el llamado de variantes con GATK mediante el comando

HaplotypeCaller, el cual en sus versiones recientes es capaz de llamar SNVs e Indels

simultáneamente, paralelizando el proceso nuevamente por cromosomas. Después se realizó la
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concatenación de los archivos VCF de cada cromosoma mediante BCFTools. Posteriormente se

realizó el filtrado “suave” con inteligencia artificial mediante las herramientas CNNScoreVariants

(Red neuronal convolucional) y FilterVariantTranches de GATK. Igualmente, se llevó a cabo un

filtrado “duro” empleando BCFTools para seleccionar variantes con profundidades mayores a 10 y

calidad de genotipado mayor a 30.

7.4. Parentesco de las muestras

En primer lugar, se empleó bcftools merge para la unión de todas las muestras en un único archivo

multisample. Con la herramienta +setGT de BCFtools se imputaron los genotipos faltantes (./.)

como genotipos de referencia (0/0).

A partir del archivo multisample indexado, se llevó a cabo el cálculo del Coeficiente de Parentesco

(Kinship) en las muestras mediante AKT para generar un archivo de texto que proporciona un

formato con 6 columnas con el ID, las secuencias idénticas por descendencia, el coeficiente de

kinship. Con este output finalmente se empleó AKT para obtener el listado de muestras

emparentadas y los duplicados en formato de texto. Las muestras entre parentales y duplicadas,

fueron eliminadas (dejando solo un miembro de cada familia). Para ello, se recopilaron los nombres

de las muestras a descartar y se generó el archivo multisample limpio propicio para los pasos

posteriores.

Posteriormente, se empleó el anotador y predictor de los efectos de variantes genéticas SNPeff

V5.1. usando el genoma de referencia GRCh37 - hg19 del Broad Institute. SNPeff facilita la

anotación de las variantes por su impacto en: bajo, moderado, alto y modificador. Las variantes

sinónimas son categorizadas como de bajo impacto, las missense como impacto moderado, y

finalmente las nonsense como de alto impacto (Cingolani et al., 2012).
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7.4.1. Dendograma
 

El programa NGSEP permitió el cálculo de la matriz de distancia empleando el algoritmo básico

IBS (identidad por estado) en el archivo que contenía las variantes (en formato VCF) por medio del

comando VCFDistanceMatrixCalculator. Luego de esto, en el programa SplitsTree se generó una

retícula a partir de la matriz y se ejecutó el algoritmo de Neighbor joining el cuál creó el

dendograma permitiendo la visualización gráfica de las familias. 

7.5. Frecuencia alélica 

 Teniendo como input el multisample limpio se empleó el comando VCFSummaryStats de NGSEP,

y con el archivo resultante se obtuvo la gráfica de número de SNVs en función de la MAF como se

observa en la Figura 17. Así mismo la determinación de la media de transiciones identificadas y la

determinación de la relación transición/transversión por genotipo.

 

 

Adicional a lo anterior, con el objetivo de aportar al análisis de datos ómicos en Biotecgen SAS, se

generó a partir del archivo multisample, una tabla mediante BCFTools en la que se extrajeron 5

columnas: cromosoma, posición, referencia, alelo alternativo y los valores de frecuencia alélica

encontrados para cada una de las posiciones en las 632 muestras analizadas. Con la cual; se

procedió con la integración de la matriz de datos de frecuencia alélica de variantes SNV e Indel en

la herramienta de visualización de datos VarSeq V2.2.5. Para ello, se convirtió el archivo VCF en

un archivo de base de datos de formato cerrado TSF de Golden Helix mediante la herramienta

“Convert Data Source” de VarSeq y se seleccionaron los campos de interés (identificador,

referencia, el conteo de alelos alternativos y la frecuencia alélica) y se especificó el genoma de

referencia GRCh37 - hg19 del Broad Institute. El recurso generado se incluyó en el repositorio de

la herramienta para su integración en las plantillas de análisis de los médicos genetistas. Los

detalles completos sobre la integración de la matriz se describen en el Anexo 2.
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7.6. Equilibrio de Hardy-Weinberg y MAF
 

Teniendo como input el multisample limpio se empleó el comando VCFDiversityStats de NGSEP el

cuál determina la relación entre heterocigosis esperada y observada y reporta el χ² y la significancia

para el HWE. Con este archivo fue posible determinar el porcentaje de posiciones en equilibrio de

Hardy-Weinberg.

7.7. Estructura poblacional

Los datos crudos fueron procesados para obtener las variantes de las muestras, las cuales se

analizaron en conjunto con el set de variantes previamente descrito de manera posterior al cálculo

de las frecuencias alélicas y el HWE. El conjunto de variantes resultante se filtró para incluir

únicamente variantes con frecuencias superiores a 0,5% y se transformó en formato Plink

utilizando la herramienta Plink 1.07. Finalmente, se realizó un análisis de componentes principales

con Plink 1.9 y se llevó a cabo un análisis de estructura poblacional con Admixture 1.3.0 probando

valores k de subgrupos poblacionales de k=2, k= 3 y k=4 (Alexander et al., 2022). Se agregaron 17

muestras colombianas del proyecto 1000 genomas humanos al archivo VCF del conjunto de datos:

(ERR031954, ERR250276, ERR250292, SRR070799, SRR077359, SRR100659, SRR100685,

SRR100694, SRR100697, SRR100706, SRR100852, SRR100859, SRR1517867, SRR709959,

SRR710109, SRR764737, SRR765984).

Figura 7
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Resumen del método de procesamiento de las muestras de secuenciación del exoma completo,

cohorte 2019-2022

8. Resultados

8.1. Control de calidad
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Como se mencionó previamente en la metodología, el trimming removió lecturas con calidades

promedio por base menores a 20. La media de profundidad fue de 71,6X y como se observa en la

Figura 8, la mediana de profundidad fue 45X.

Figura 8

Se observa la frecuencia acumulada de  la profundidad de secuenciación de las variantes de todas

las muestras de  WES estudiadas junto con la mediana del conjunto

8.2. Alineamiento

En la Figura 9, se observa el resumen de las métricas de calidad de mapeo de secuencia para las 632

muestras de WES. Los valores de secuencias brutas totales presentaron una media de 70’498.044, el

50% de los valores se concentraron entre 50’512.850 y 81’705.064, esta presentó un máximo de

112’441.237 y un mínimo de 70’498.044 (Figura 9a). La métrica de lecturas correctamente
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emparejadas presentó una media de 62’741.576, un rango intercuartil entre 38’615.444 y

74’719.778 y un máximo y mínimo de 97116380, 29155128 respectivamente, véase la Figura 9b.

En la Figura 9c, se observan los mismatches, en esta métrica, el rango intercuartil estuvo entre

10’546.654 y 24’697.379, la media fue 20’148.716 con un mínimo de 6’593.616 y un máximo de

34’411.596. Cabe resaltar que, para las secuencias brutas totales, las lecturas correctamente

emparejadas y los mismatches no presentaron valores atípicos.    

Por otro lado, en la Figura 9d, los alineamientos no primarios presentaron un rango intercuartil entre

7.867 y 26.945, una media de 18.818, y un máximo y mínimo de 194.710 y 4.708 respectivamente.

Los valores atípicos observados corresponden a las muestras B24924, D24990 y F24428.

En la Figura 9e, es posible observar la tasa de error de las métricas, la cual presentó un rango

intercuartil entre 0,0018 y 0,0023, una media de 0,002. Los valores atípicos que se observan en la

figura previamente citada corresponden a 14 muestras cuya tasa no superó el 0,0045.

Figura 9

Resumen de los estadísticos de las métricas de calidad obtenidas mediante SAMtools stats. a.

Secuencias brutas totales. b. Lecturas correctamente emparejadas c. Mismatches d. Alineamientos

no primarios y e. Tasa de error. La media y mediana se encuentran representadas por una línea

continua y discontinua respectivamente
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Finalmente, el filtrado “duro” seleccionó variantes con profundidades mayores a 10 y calidad de

genotipado mayor a 30.

8.3. Parentesco  
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El software AKT reportó un total de 74 muestras entre parentales y duplicadas de las 706 totales las

cuales fueron removidas, dejando únicamente la muestra asignada como hijo. En la Figura 10, es

posible observar algunas de las familias reportadas de manera gráfica. Para ver el conjunto

completo de familias de la cohorte 2019-2022 diríjase al Anexo 1.

Figura 10

Muestra de algunas familias reportadas por AKT de la cohorte 2019-2022 observadas en

SplitsTree. Cada familia se encuentra diferenciada con un color. El asterisco (*) indica que la

muestra es hija de las otras muestras del conjunto resaltado. Varios asteriscos dentro de una misma

familia indican que las muestras son hermanas

8.4. Llamado de variantes
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El conjunto de 632 muestras presentó un total de 2 141 676 variantes: 1 881 670 SNVs bialélicos y

260 006 Indels cuya proporción puede apreciarse en la Figura 11. Por otro lado, SNPeff reportó un

total de 494 912 variantes missense, 389 840 sinónimas y 8 231 nonsense.   

Del total de variantes categorizadas por clase funcional, las missense fueron las que presentaron la

mayor proporción, seguidas de las variantes sinónimas y, en menor medida, variantes nonsense,

como se observa en la Figura 12.

Figura 11

Proporción de SNVs e  Indels

Figura 12
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Proporción de la variación por clase funcional

8.5. Tamaño de Indel

Se obtuvieron 260 006 Indels, las frameshift presentaron una frecuencia ligeramente menor

comparadas con las in-frame que representaron el 52% de las variantes. En la Figura 13, se

observan los picos en los múltiplos de 3 que reflejan una mayor proporción de variantes in-frame.

Las deleciones de tres y treinta nucleótidos presentaron la mayor frecuencia con 3.282 y 1.183

variantes respectivamente. Por otro lado, la distribución por tamaño de las frameshift se concentró

en las variantes de un nucleótido: 2.442 deleciones y 1.630 inserciones.

Figura 13
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Tamaño de Indel. Se observa la distribución de frecuencias de los tamaños de Indel. En color verde

se resaltan las variantes in-frame, las cuales generan picos en los múltiplos de 3. En azul se

representan las variantes frameshift

Se encontró que 5323 genes se vieron afectados por Indels frameshift. En la Tabla 1, es posible

observar algunos de los genes afectados por estas variantes y el conteo de estos Indel.

Tabla 1

Conteo de frameshift en algunos genes afectados

Nombre del gen variants_effect_frameshift_variant

MUC4 254

MUC1 85

MUC19 85

KIAA1522 26

HR 28

37



Análisis de la variación en exomas de pacientes colombianos de Biotecgen SAS                                Allison Daian Redondo Aguilar

HRC 28

HRCT1 28

F8 29

ZNF8 29

ZNF880 29

MUC16 30

C6 33

MUC6 33

TBP 33

ANKLE1 39

KL 39

ATXN3 42

TXN 42

HLA-DRB1 45

RB1 45

CCDC40 46

CDC40 46

HLA-DRB5 56

8.x.SNVs por genotipo

El total de llamadas de genotipo fue de 1 189 215 440. Se identificaron un total de 1 881 670 SNVs

bialélicos. Posterior al filtrado, el total de llamadas de genotipo fue de 270 074 456 y se

identificaron un total de 427 333 SNVs bialélicos.

Previo al filtrado se identificaron 75 401 SNVs heterocigotos y 37 929 homocigotos. Posterior al

filtrado, se encontró que el individuo de la cohorte promedio tiene 19 222 SNVs heterocigotos y

9 944 homocigotos (Figura 14).
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Figura 14

Media de SNPs identificados en el llamado de variantes por genotipo. Las barras amarillas

representan la región de captura objetivo “target region” y en color azul se encuentra la media de las

SNVs llamadas tanto dentro como fuera de la región objetivo. Las barras de error representan el

error estándar

El total de llamadas de genotipo fue de 1 189 215 440. Se identificaron un total de 1 881 670 SNVs

bialélicos. Posterior al filtrado, el total de llamadas de genotipo fue de 270 074 456 y se

identificaron un total de 427 333 SNVs bialélicos.
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Previo al filtrado se identificaron 75 401 SNVs heterocigotos y 37 929 homocigotos. Posterior al

filtrado se encontró que el individuo de la cohorte promedio tiene 19 222 SNVs heterocigotos y 9

944 homocigotos  en la región codificante (Figura 14).

Figura 15

Media de transiciones identificadas en el llamado de variantes. Las barras amarillas representan las

transiciones en la región de captura objetivo “target region” y en azul se agrupan las transiciones

tanto dentro como fuera de la región objetivo. En el eje x, se observan el total de transiciones y, las

transiciones discriminadas por genotipo. Las barras de error representan el error estándar

Previo al filtrado, la media de las transiciones fue de 78 918, 52 159 para el genotipo heterocigoto y

26 758 en el homocigoto. Posterior al filtrado, la media de transiciones se redujo notablemente a un

total de 21 534 transiciones de las cuales, 14 146 fueron del heterocigoto y 7 388 del homocigoto

como se observa en la Figura 15.

Figura 16
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Media de transiciones/transversiones identificadas en el llamado de variantes total y por genotipo.

Las barras amarillas representan la región de captura objetivo “target region” y el azul abarca la

región comprendida tanto dentro como fuera de la región objetivo (previa al filtrado). Las barras de

error representan el error estándar.

Estudios previos reportan que las regiones del exoma deben tener valores de 3,0 para la relación

transición/transversión (Tr/Tv). Una relación Tr/Tv mayor, indica generalmente una mejor calidad

siempre y cuando esta no sea > 4,0. Si por otro lado, se observa un valor menor al esperado (<3,0),

para los SNP del exoma (SNVs con MAF>0.05), un aumento en filtros como el de profundidad y la

puntuación de calidad del genotipo contribuye al aumento de esta relación (Wang et al., 2015).

Como es posible observar en la Figura 16, previo al filtrado la relación transición/transversión

(Tr/Tv) presentó valores en un rango de 2,2 a 2,5 mientras que, dentro de los exones esta relación

presentó valores entre 2.7 y 3. Estas métricas del conjunto de datos fueron consistentes con lo
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reportado en otras fuentes (Bainbridge et al.; 2011; Guo et al., 2012; Wang et al., 2015; Xu et al.,

2019).

8.6. Frecuencia alélica y variantes en equilibrio de Hardy-Weinberg

El 88% de los valores de MAF corresponden a SNVs de baja frecuencia, como se observa en la

Figura 17. Se evidenció un 92% de posiciones en equilibrio de Hardy-Weinberg (2041270

posiciones con p>0.05) y desviaciones en 187134 posiciones (2% restante).

Figura 17

Distribución de la frecuencia del alelo menor (MAF) en el conjunto de variantes SNV. En la

primera barra se observa la proporción de SNVs de baja frecuencia (MAF<0.05) y se diferencia la

proporción de variantes raras (MAF<0.01) en color amarillo. El 88% de SNVs fueron de baja

frecuencia
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8.6. Estructura poblacional

La Figura 16a representa el análisis por componentes principales del conjunto. Se observan dos

agrupaciones de muestras. La Figura 16b representa las subpoblaciones encontradas por Admixture

asumiendo 2, 3 y 4 subgrupos. En los tres casos, se observan dos subgrupos poblacionales

dominantes. En el análisis con 3 grupos, aparece una proporción menor de asignación al grupo 3 y,

con 4 grupos, se observa una proporción también limitada de asignación a los grupos 3 y 4. Es

importante notar que por limitaciones en el uso de los datos no fue posible recuperar el origen
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geográfico de las muestras. A pesar de esto, se analizaron tres muestras de 1000 genomas humanos

en conjunto con los datos, las cuales arrojaron los puntajes estimados de proporción de Admixture

detallados en la Tabla 2.

Tabla 2

Estimación de la proporción de subpoblaciones con Admixture para las 17 muestras colombianas

(CLM) de 1000 genomas humanos

Estimación de proporción de Admixture por subpoblación (%)

k=2

Muestra 1 2

ERR031954 95,8721 0,041279

ERR250276 90,0675 0,099325

ERR250292 87,9637 0,120363

SRR070799 90,7456 0,092544

SRR077359 91,7188 0,082812

SRR100659 99,999 0,00001

SRR100685 99,999 0,00001

SRR100694 99,999 0,00001

SRR100697 99,999 0,00001

SRR100706 99,999 0,00001

SRR100852 99,999 0,00001

SRR100859 99,7867 0,002133

SRR1517867 98,0701 0,019299

SRR709959 92,1098 0,078902

SRR710109 91,5511 0,084489

SRR764737 90,8951 0,091049
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SRR765984 91,8428 0,081572

Figura 18

Análisis de la estructura poblacional con Admixture a. Gráfica del Análisis de Componentes

Principales de las muestras analizadas. b. Representación de barras apiladas de los puntajes Q de

cada muestra para cada uno de los grupos poblacionales asumidos por el modelo de Admixture.

La gráfica superior representa los hallazgos con un supuesto de k=2, la del medio representa k=3

y la inferior representa k=4

a.
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b.

8.7. Integración de la matriz de frecuencia alélica en VarSeq

A continuación, en la Figura 19, se aprecia el resultado de la integración de la matriz de frecuencias

alélicas de las variantes en la herramienta de interpretación empleada en Biotecgen S.A.S.

Figura 19

Matriz de frecuencia alélica integrada en VarSeq

46



Análisis de la variación en exomas de pacientes colombianos de Biotecgen SAS                                Allison Daian Redondo Aguilar

9. Análisis y discusión

9.1. Control de calidad

La media y mediana de profundidad presentaron valores acordes a lo esperado teniendo en cuenta

los criterios preestablecidos para el procesamiento de las muestras, es decir, variantes con calidad

de genotipado mayor a 30 y como se observa en la Figura 8, profundidades mayores a 10 donde la

media de profundidad fue de 71.6X y la mediana de 45X.

9.2. Alineamiento

Las métricas de secuencias brutas totales, las lecturas correctamente emparejadas y los mismatches

no presentaron valores atípicos. Por otro lado, los valores atípicos de alineamientos no primarios

corresponden a las muestras: B24924, D24990 y F24428 cuya tasa de error de alineamiento fue baja

y los valores para esta, se encontraron dentro de lo esperado. 

Sumado a lo anterior, pese a que para la tasa de error se reportaron 14 valores atípicos; estos no

superaron el 0,0045. Todo lo anterior, permite evidenciar que el mapeo se realizó de manera

correcta y los valores obtenidos para las diferentes métricas fueron coherentes con lo esperado.

9.3. Parentesco

La determinación del parentesco mediante AKT, gracias a la cuál se removieron las 74 muestras que

agrupaban parentales y duplicados, fue de suma importancia ya que permitió evitar sesgos en el

análisis por una sobrerrepresentación en el conjunto estudiado. Las familias removidas se pueden

observar en el Anexo 1.

9.4. Proporción de la variación por clase funcional
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De acuerdo a lo esperado, el 88% de la variantes fueron SNVs lo que concuerda con múltiples

autores como Kohlmeier (2020), INCIFOR (2021) y Ping (2016), quienes afirman estas variantes

son las más comunes y determinan el mayor porcentaje de variabilidad genética de los organismos

ya que como se menciona en Mordoh (2019), el 90% de la variación genética humana está

representada por SNVs.

En “Analysis of protein-coding genetic variation in 60,706 humans”, Lek et al., (2016)

determinaron el número y distribución de las frecuencias de Indels por tamaño para 60706 exomas

con origen europeo, del sur y sudeste asiático y en menor proporción, africano y americano

mezclado reportando proporciones más bajas para variantes missense y nonsense atribuidas a

presión selectiva. A su vez Sharma et al., (2019), reportaron una proporción mayor para variantes

sinónimas seguida de missense y nonsense. En el caso de este estudio, como se observó

previamente en la Figura 12, la mayor proporción la presentaron las variantes missense (55.4%) las

cuales se clasifican como variantes de impacto moderado, seguidas por las variantes sinónimas

(43.7%) de bajo impacto, presentando proporciones cercanas entre sí y representando el 96% de

todas las variantes analizadas lo que es coherente con Sharma et al., (2019), quienes reportaron un

patrón de recurrencia similar entre variantes sinónimas y missense.

Las variantes de alto impacto nonsense, al igual que en el estudio de Lek et al., (2016) y Sharma et

al., (2019) tuvieron la más baja proporción, representando tan solo el 3% de las variantes

identificadas. En este análisis, el 63% de los Indels presentaron un tamaño menor a 6 bases y el

90% presentaron longitudes menores a 30 bases siendo las deleciones más cortas (al igual que en el

estudio de Lek et al., (2016)), las variantes más comunes.

Por otro lado, la distribución por tamaño de las frameshift se concentró en mayor medida en las

Indel de un nucleótido. Un total de 5323 genes se vieron afectados por Indels frameshift siendo

MUC4, MUC1 y MUC19 los que presentaron el mayor número de frameshifts. En el estudios de
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Oh et al., (2015), también se encontró que genes MUC como el MUC4 se vieron alterados por

frameshifts a los que atribuyeron presuntivamente la pérdida de la expresión.

9.5. Frecuencia alélica, variantes en equilibrio de Hardy-Weinberg y estructura poblacional

Colombia presenta patrones de mezcla bien diferenciados entre sus diferentes regiones, es el país

latinoaméricano con la mayor variabilidad interpoblacional con una alta ascendencia europea,

nativa americana y africana (en la costa del Caribe y la del Pacífico) debida a la coexistencia con

estos grupos durante más de 500 años (Ossa et al., 2021). Esta alta variabilidad, hace sumamente

relevante el estudio y la determinación de la frecuencia alélica de las variantes en pacientes lo que

contribuye a brindar una interpretación clínica adecuada de estas variantes en el contexto específico

de diagnóstico genético del país (Lek et al., 2017; Ossa et al., 2021).

La MAF mostró un mayor número de variantes de baja frecuencia (MAF<0,05) con un porcentaje

del 88% de los SNVs de los cuales el 78% corresponden a variantes raras. De acuerdo con el

estudio del International HapMap Consortium (2005), la mayoría de SNVs observadas en la

Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) son raras. El 46% poseía un MAF<0,05. A su vez se

ha apreciado que la distribución de frecuencias de alelos menores (MAF) está fuertemente sesgada

hacia un exceso de variantes raras: más de un tercio de todos los SNVs tienen frecuencias por

debajo del 5%  según Gibson (2012).

Para los valores de equilibrio de Hardy-Weinberg, la mayor proporción de posiciones (92%), se

encontraron en equilibrio (p>0.05). Sin embargo, se detectaron algunas desviaciones que

presentaron un p<0,05. Ossa et al., (2021), atribuyeron las desviaciones en el HWE a un exceso de

homocigotos producto de la subestructura poblacional que presenta la población andina, chocoana y

amazónica; lo cual es posible que se reflejase también en este análisis donde los puntajes p<0,05,

49



Análisis de la variación en exomas de pacientes colombianos de Biotecgen SAS                                Allison Daian Redondo Aguilar

podrían corresponder en su gran mayoría a posiciones en muestras provenientes en este caso, del eje

cafetero y el norte del Valle del Cauca.

Por otro lado, las frecuencias alélicas integradas en VarSeq son de gran utilidad ya que los genetista

clínicos cuentan con una serie de recursos como son las guías del American College of Medical

Genetics and Genomics, las cuales contienen una serie de criterios para la interpretación de

variantes de secuencia, donde algunos requieren conocer las frecuencias poblacionales de las

variantes para establecer la clasificación y ponderación, como es el caso de los criterios

poblacionales: PM2, BA1, BS1 y BS2 (Richards et al., 2015). Adicionalmente, se ha demostrado

que las bases de datos disponibles como GnomAD, lanzada originalmente como ExAC en el 2014,

actualmente no reflejan adecuadamente las frecuencias alélicas de poblaciones como la colombiana

ya que el total de la población “latina” en esta base de datos representa tan solo el 13% y

corresponde a “estadounidenses mezclados” (Karczewski et al., 2020). Por lo tanto, la matriz de

datos de frecuencia alélica de los pacientes de Biotecgen, que se encuentra actualmente disponible

en la IPS cobra gran relevancia para complementar la información de la que disponen los genetistas

de Biotecgen al momento de clasificar las variantes y es potencialmente valiosa para futuros

estudios de ancestría y estructura poblacional en la cohorte de pacientes colombianos de Biotecgen

S.A.S.

Finalmente, el análisis de Admixture permite observar diferentes subpoblaciones dentro de la

cohorte analizada. Cómo es posible observar en la Tabla 2. Para un k=2 todas las muestras del

Proyecto 1000 Genomas presentaron un porcentaje de asignación al subgrupo 2 del 90% o superior.

Mientras que para un k=3, las muestras de 1000 genomas, presentaron porcentajes de asignación al

subgrupo 3 que oscilaron entre un 40% y un 100%, mientras que las muestras de biotecgen

presentaron mayores porcentajes de asignación a los subgrupos k=2 y k=3. Asumiendo 4 subgrupos

se encontró que hubo un mayor porcentaje de asignación al sugrupo 4 en las muestras de Biotecgen
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mientras que las muestras de población colombiana descargadas de 1000 genomas, presentaron en

su gran mayoría porcentajes de asignación de 90% a la subpoblación 2.

Por limitaciones en el uso de metadatos asociados a las muestras analizadas para el presente estudio,

no es posible conocer el origen geográfico de cada muestra de Biotecgen. Sin embargo, se observan

dos subgrupos con un mayor porcentaje de asignación en la segunda gráfica correspondientes a

(k=1 y k=2) similares a cuando se asumen dos subgrupos Llama la atención que las 17 muestras de

1000 genomas humanos las cuales se observan en color naranja provienen de Antioquia en su

mayoría, en la Figura 18, presentaron una alta dispersión. Según datos internos de la IPS Biotecgen

S.A.S., un volumen importante de las muestras procesadas proviene de la región suroccidente del

país (Valle del Cauca, Cauca y Nariño), por lo cual se podría plantear como hipótesis que las

subpoblaciones observadas representan grupos con diferentes ancestrías, como podría ser un

componente de origen afrocolombiano o nativo americano.
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10. Conclusiones

El flujo de trabajo de control de calidad, alineamiento y llamado de variantes permitió llevar a cabo

la identificación y posterior análisis de las variantes del conjunto de datos de WES de las 632

muestras de pacientes de Biotecgen S.A.S. Este conjunto de variantes de pacientes colombianos

presentó frecuencias alélicas bajas donde la mayoría de las posiciones presentaron una MAF<0,01

lo que nos indica una mayor proporción de variantes raras. La proporción por consecuencia

funcional de las variantes indicó un 55.4% de variantes missense seguido de un 43.7% de variantes

sinónimas y un 0.9% de variantes nonsense categorizadas con un impacto moderado, bajo y alto

respectivamente. Las deleciones más cortas fueron las variantes más comunes para el tamaño de

Indel donde el 63% de estos presentaron un tamaño menor a 6 bases y el 90% presentaron

longitudes menores a 30 bases.

La mayor proporción de loci (92%) se encontró en equilibrio (p>0.05). No obstante, se detectaron

algunas desviaciones que representaron el 8% restante que podría atribuirse a un exceso de

homocigotos por posición consecuencia de la subestructura poblacional. El análisis de estructura

poblacional con Admixture permitió observar subpoblaciones en la cohorte. Si bien por limitaciones

en el acceso a metadatos asociados a las muestras no es posible conocer el origen geográfico de las

mismas, el análisis en conjunto con un mayor número de muestras de proyectos como 1000

Genomas será la base para estudios posteriores de genética de poblaciones en la cohorte de

pacientes de Biotecgen S.A.S.

Finalmente, las frecuencias alélicas integradas en la herramienta de visualización y análisis de

variantes VarSeq que se encuentran actualmente disponibles para los analistas de datos ómicos de

Biotecgen S.A.S. proporcionan información sumamente relevante para la interpretación clínica de
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variantes y son potencialmente valiosas para futuros estudios de ascendencia genética y estructura

poblacional en Colombia.
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12. Anexos

Anexo 1

Se resaltan las familias reportadas por el programa akt en el dendograma generado en SplitzTree

mediante líneas gruesas. Cada familia se encuentra diferenciada con un color. El * indica que la

muestra es hija de las otras muestras del conjunto resaltado. Varios asteriscos dentro de una misma

familia representan que las muestras son hermanas. El ** representa la ausencia de una muestra

reportada por AKT que no se ve reflejada en el dendograma
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Anexo 2

Pasos para la integración a Varseq. a-f. Se evidencia la secuencia de pasos requeridos para la

integración de la matriz de frecuencia alélica de variantes SNV e Indel. g. Se observa la

información  disponible en la herramienta de visualización para los analistas de datos ómicos de

Biotecgen S.A.S.

a
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e
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Anexo 3

Flujo de trabajo a detalle
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Anexo 4

Formato de consentimiento informado
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