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En el nmero 128 de Encuentros en la Biologia (1) aparecia publicada
una visién general de las tres generaciones de la secuenciacion (NGS, new
generation sequencing). Estas tecnologias evolucionan a pasos agiganta-
dos, y desde aquel articulo hasta hoy cabe resefiar, por ejemplo, el consi-
derable avance de la tecnologia de /llumina, con su sistema HiSeq 2500/
1500, capaz de generar hasta 600 Gigabases por reaccion. Destaca tam-
bién el desarrollo de un novedoso sistema de secuenciacion: fon Torrent,
en el que los nucledtidos no se detectan por fluorescencia o emisién de
luz, sino por el cambio de pH como resultado de la liberacion de un protén
tras la incorporacion del nucledtido. En general, las distintas tecnologias
pretenden aumentar el nimero de nucledtidos secuenciados y disminuir
su coste. Gracias a ello, las nuevas tecnologias, ademds de servir para
secuenciar, tienen otras aplicaciones, algunas de las cuales comento en
este articulo (Figura 1).

Estrategias para la secuenciacion de
genomas de novo

Existen dos estrategias principales a la hora de secuenciar un geno-
ma. La eleccion de una u otra dependeré del tamaio y la complejidad del
genoma en cuestion, de manera que cada una supla las carencias de la
otra y asi recabar la méxima informacién posible:

- BAC a BAC: también se denomina secuenciacidn aleatoria jerdrqui-
ca. Consiste en digerir el genoma en fragmentos solapantes que se clona-
ran en BAC (cromosomas bacterianos artificiales) y se secuenciaran por
separado para acabar ensamblandolos. Esta estrategia reduce la compleji-
dad del ensamblaje, especialmente en zonas con elementos repetitivos,
pero posee la desventaja del alto coste
de tiempo y esfuerzo que supone
producir y mapear una genoteca de
BAC.

- Método WSG (Whole-genome
Shotgun Sequencing): en este método
se trocea el genoma aleatoriamente
en pequefios fragmentos de tamafio
definido, que se secuenciaran (lectu-
ras) y ensamblardn computacional-
mente para generar una secuencia
consenso. Cuando el genoma contie-
ne muchos elementos repetitivos, el
ensamblaje se complica enormemen-
te: al romper en fragmentos una
region repetitiva, muchas de las
lecturas resultantes son iguales o
muy similares, y esto puede ocasio-
nar que las secuencias de la misma
repeticion se colapsen en una dnica
repeticion, por lo que podrian acabar
conectdndose dos fragmentos real-
mente distantes en el genoma (qui-
meras). Ademds, el cardcter aleatorio
de la generacion de la secuencia
implica que algunas partes del \
genoma estaran cubiertas por varias
lecturas, mientras que otras regiones
podrian no estar ni siquiera represen-
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tadas, lo que dejard huecos en el ensamblaje. Por tanto, para tener la
certeza de que cada una de las bases del genoma ha sido secuenciada al
menos en una lectura, se necesita una cobertura (niimero medio de veces
que se secuencia cada nucledtido) minima de 20-30X cuando se usan
lecturas largas y de 72X cuando se emplean lecturas cortas. Este método
se ha vuelto muy popular a raiz de la construccion de lecturas pareadas
(paired-end y mate pairs). Mientras que en la estrategia original por WSG
se obtiene la lectura de un Unico extremo de cada fragmento (single end),
la secuenciacion con pareadas proporciona la secuencia de ambos extre-
mos de cada fragmento, siempre separados por una distancia conocida.
Los nuevos protocolos tratan de aumentar la distancia entre estos extre-
mos para que puedan resolverse secuencias repetitivas cada vez mds
largas.

Resecuenciacion

La resecuenciacién se puede llevar a cabo cuando se dispone de un
genoma de referencia, preferiblemente de la misma especie, o, en su
defecto, de alguna especie muy cercana. Consiste en alinear (mapear, del
inglés mapping) las lecturas sobre el genoma de referencia para detectar
las diferencias entre ambos. Los algoritmos de mapeo son mucho mds
rapidos y precisos que los de ensamblaje. Ademds, como se parte de un
genoma de referencia, tiene la ventaja de no necesitar tanta cobertura, y
su coste es menor. La resecuenciacion permite el estudio de la variacion
genética entre individuos, al mismo tiempo que aumenta la representati-
vidad de cada especie en las bases de datos, esto es, incrementa el nime-
ro de individuos secuenciados de una misma especie.
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Figura 1: Aplicaciones de las nuevas tecnologias de secuenciaciéon
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Interacciones DNA-proteina: ChiP-
Seq

Las interacciones DNA-proteina desempefian una funcion clave en los
distintos procesos celulares. Uno de los primeros métodos utilizado para
su estudio en masa es ChiP-on-chip, que combina la inmunoprecipitacion
de cromatina con las micromatrices. Al acoplar la NGS a los fragmentos de
DNA purificados que se obtienen del ChiP-on-chip, se generd el médodo
de ChiP-Seq, que proporciona mapas de interaccion DNA-proteina de
mayor resolucion y con menos ruido de fondo. La ChiP-Seq se ha usado,
por ejemplo, para mapear sitios de unién de factores de transcripcion en
los genes de diferenciacion celular y de proliferacion (2).

Metilacion: Methyl-Seq

Se sabe que la metilacién de las citosinas en los eucariotas es clave
para la regulacion de la replicacion y de la transcripcion. Las citosinas
dardn lugar a uracilo cuando el DNA se trata con bisulfito de sodio, y se
secuenciaran como timinas, mientras que las metilcitosinas se seguirdn
secuenciando como citosinas. Este hecho, junto con la aplicacion de NGS,
permite que los investigadores generen el metiloma de un genoma com-
pleto (3).

“RNA-Seq en estudios de expresion
geénica
Las mejoras en la eficacia y calidad, asi como el abaratamiento de los
costes de la secuenciacion de genomas completos estd llevando a los
investigadores a sustituir las cldsicas micromatrices por aquellas basadas
en NGS. La RNA-Seq consiste en la secuenciacion profunda de ¢DNA de
diferentes tipos celulares, mutantes, condiciones ambientales o estados
de desarrollo, y la cuantificacion de las lecturas correspondientes a cada
transcrito como medida de su nivel de expresion en valores absolutos.
Esta técnica es mucho més eficaz para distinguir entre genes paralogos y
para detectar transcritos poco abundantes, y permite cuantificaciones
reproducibles. Ademas resulta (til para la identificacion de polimorfismos
y de nuevas isoformas de ayuste. Al contrario que las micromatrices, la
RNA-Seq no requiere necesariamente un genoma de referencia, pues hay
programas capaces de cuantificar la expresion adn cuando no existan
anotaciones disponibles, si bien es cierto que se obtienen mejores resulta-
dos cuando hay se dispone de un genoma de referencia para determinar la
identidad de los genes.

Secuenciacién de transcriptomas de
novo

La secuenciacién de cDNA es una sdlida técnica que posibilita la
caracterizacién del transcriptoma de un organismo de forma rdpida y
barata. Proporciona informacidn sobre los genes de un organismo a me-
nor coste que la secuenciacién gendmica, ya que solo se investigan aque-
Ilas regiones que se estan transcribiendo. Tradicionalmente, los proyectos
de transcriptémica se basaban en secuenciacion de EST (secuencias eti-
quetadas por su expresion, del inglés expressed sequence tag) por el méto-
do de Sanger, pero la reciente aplicacién de la NGS estd poniendo de
manifiesto una sorprendente e inesperada complejidad de los genomas
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eucariotas (sobre todo respecto a las formas de ayuste alternativo), ade-
més de recomponer los transcritos completos, sin tener que clonar antes el
¢DNA. Si se analiza el transcriptoma de una especie cuyo genoma ya esta
secuenciado, se pueden identificar nuevos transcritos, comprobar y opti-
mizar supuestos transcritos e identificar nuevas isoformas de ayuste.
Cuando se pretende descubrir qué genes se estan expresando, la muestra
de RNA tiene que estar normalizada, con el fin de aumentar la representa-
cion de los genes pocos expresados y disminuir la de los sebreexpresados.
Esto estd revelando miles de transcritos raros que previamente pasaban
inadvertidos.

Se recomienda recurrir a las tecnologias de secuenciacion que gene-
ran lecturas largas para facilitar el ensamblaje del transcriptoma. No
obstante, la gran cantidad de lecturas que genera la NGS de lectura corta
resulta extremadamente potente para: la RNA-Seg, la correccion de la
secuencia consenso generada tras el ensamblaje y la deteccion de formas
de ayuste alternativo.

smRNA-Seq

Las tecnologias de NGS también se estdn empleando para analizar
RNA pequefios (SmRNA), ya que estas tecnologias producen lecturas lo
suficientemente largas para cubrirlos. Gracias a ello es posible conocer el
smRNAoma. Destacan por su interés los miRNA (microRNA) y siRNA (RNA
pequefios interferentes), que regulan la transcripcion y la traduccion de
los genes. Se ha visto, por ejemplo, que existe una estrecha correlacion
entre la localizacién de algunos smRNA y los sitios de metilacion en el
DNA. En general, la identificacion de nuevos smRNA a partir de la smRNA-
Seq estd basada en la comparacién entre especies, o bien en las caracteris-
ticas de cémo se obtienen los SmRNA maduros a partir de sus precursores.
Recientemente se han desarrollado proyectos y paquetes de software para
Ilevar a cabo el andlisis a gran escala de sets de datos de sSmRNA-Seg, con
el objetivo de anotar dichos SmRNAs en el genoma, construir perfiles de
expresion y descubrir nuevos SmRNA.

Descubrimiento de marcadores

La identificacion de marcadores moleculares sirve para evaluar la
variacion dentro de una poblacién o especie. El desarrollo de marcadores
moleculares no siempre requiere poner en marcha reacciones de NGS, ya
que se pueden deducir de las secuencias ya publicadas y disponibles con la
ayuda de las herramientas bioinforméticas adecuadas. En las especies con
el genoma o transcriptoma completamente secuenciado ya existen lectu-
ras (preferiblemente cortas, por razones econémicas) para mapear sobre
la referencia y detectar los SNP (polimorfismos mononucleotidicos) me-
diante el algoritmo més apropiado.

Un area en continua evolucion

Resulta evidente, por tanto, la trascendencia de las nuevas tecnolo-
gias de secuenciacion en multitud de técnicas ya existentes y en otras
tantas impensables hasta hace apenas unos afios. Las NGS seguirdn evolu-
cionando, y con ellas todas sus aplicaciones, no solo en la biologia, sino en
todas las ciencias de la vida.
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