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● Medir cuantitativamente expresión génica.

● Construir un transcriptoma

● Descubrir nuevos genes.

● Identificar sitios de splicing.
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Usos de RNA-seq



● Transcripción reversa

● Alineamiento

ARN

Lecturas

Genoma
Gen A Gen B Gen C

● Fragmentación
● Secuenciación
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Esquema general RNA-seq
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Genoma
Gen A Gen B Gen C
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Abundancias
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Amplitud

Porcentaje promedio del 

gen cubierto por los reads.

Profundidad

Número de veces 

que una que se 

ha leído un nt.



Genoma
Gen A Gen B Gen C
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Abundancias
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G: Largo genoma

N: Número de lecturas

L: Largo de lecturas

Profundidad

Número de veces 

que una que se 

ha leído un nt.

1000pb

300 lecturas, de 200pb de largo

D = N*L/G = 300*200/1000 = 60x



“Normaliza” por el largo y el total…
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Reads Per Kilobase per Million: RPKM
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... RPKM - problems
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Reads Per Kilobase per Million: RPKM
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Flujo de trabajo con RNA-seq
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Secuenciación

Filtro por Calidad: Q>20?

Alineamiento

Sequence Alignment Map

(SAM)

Conteos de lecturas 

por gen

NGSQC Toolkit

BWT, BWA, Kalisto, STAR

HTSeq-count, CLC
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Flujo de trabajo con RNA-seq
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Conteos de lecturas 

por gen RPKM

Análisis

Estadístico

Análisis Post Expresión

Diferencial

R: multiples paquetes

Visualizaciones



Soneson, 2013.

Detección genes con expression diferencial

Métodos de análisis
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Métodos de Análisis Estadísticos de RNA-seq
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Diagrama de Venn de genes
diferencialmente expresados
determinados por los 3 métodos
estadísticos al comparar la cepa
parental versus ∆MIG1 crecidas
en presencia de glucosa.

DESeq2 (469) EdgeR(861)

Ebseq (1634)
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Métodos de Análisis Estadísticos de RNAseq
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Pruebas estadísticas:

● T-test.

● F-test.

● Exact Test.
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Métodos de Análisis Estadísticos de RNAseq

EdgeR

● Alternativas Bayesianas

DEseq2 EBseq
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Métodos de Análisis Estadísticos de RNAseq

EdgeR

● Inferencia Clásica

DEseq2 EBseq

● Inferencia Bayesiana

● Valores p (ajustado) ● Probabilidades a Posteriori
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Práctico R

● Anális Expresión Diferencial mediante Inferencia frecuentista y

Bayesiana para levaduras wild type y mutante.

● Introducción al uso de Biomart

● Manejos de data.frames y visualizaciones en ggplot2


