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Las técnicas de secuenciacidon masiva en el
estudio de la diversidad biolégica.

Massive sequencing techniques in the study of
biological diversity.

Unai Lépez de Heredia !

Resumen

Las técnicas de andlisis gendmico que se basan en la secuenciacion masiva han supuesto una
revolucion en la Ultima década no sélo en biomedicina o agronoma, sino también en el estudio
de la diversidad bioldgica. Las plataformas de secuenciacion de segunda 'y tercera generacion
que vienen a complementar a la tradicional secuenciacién por el método Sanger, permiten
analizar un gran nudmero de individuos obteniendo una profundidad de secuenciacion signi-
ficativa de sus genomas o transcriptomas. Asf, aunque todavia de manera incipiente, se vienen
realizando estudios sobre la flora y fauna silvestre a escala poblacional, con especial énfasis en
la determinacién de patrones adaptativos frente a los cambios ambientales. En la presente re-
vision se describe la situacion actual de las plataformas de secuenciacién masiva, sefialando
sus ventajas y limitaciones para el andlisis en organismos no modelo, para a continuacion de-
tallar las bases de dos de las técnicas mas populares que se benefician de la secuenciacién ma-
siva (RAD-seqy RNA-seq) y sefialar algunos ejemplos de su uso para el estudio de la diversidad
biologica.
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Abstract

High-throughput sequencing based on genomic analysis techniques have not only revolu-
tionized the fields of biomedicine or agronomy, but also the research into biological diversity.
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Second and third generation sequencing platforms complement traditional Sanger sequenc-
ing, and allow the analysis of many individuals with a significant sequencing depth of their
genomes and transcriptomes. Although only at the early stage, a number of studies have been
conducted on plants and animals at a population scale, especially to discern the adaptive pat-
terns of the species against environmental changes. This review aims to describe the current
status of high-throughput sequencing platforms, highlighting their advantages and limitations
for the analysis of non-model organisms and goes on to set out the methodological basis of
two of the most popular techniques benefited by high-throughput sequencing (RAD-seq and
RNA-seq), providing a number of examples of its use for the analysis of biological diversity.

Key words: genome, RAD-seq, RNA-seq, high-throughput sequencing, SNP, transcriptome.

Laburpena

Sekuenziatzio masiboan oinarritzen diren analisi genomikoko teknikek aurrerakuntza handia
ekarri dute azken hamarkadan, ez bakarrik biomedikuntzan edo nekazaritzan, baita aniztasun
biologikoaren ikerketan ere. Bigarren eta hirugarren belaunaldiko sekuenziatzio plataformek
Sanger metodo tradizionala osatu eta izaki asko aztertzeko aukera ematen dute, horien
genomen edo transkriptomen sakoneko sekuenziatzio esanguratsua lortzen delarik. Horrela,
oraindik hastapenak badira ere, basa landare eta animali populazioak ardatz dituzten ikerketak
egiten hasi dira, arreta berezia jarrita ingurumen aldaketen aurreko patroi adaptatiboen iden-
tifikazioan.

Gure berrikuspen honetan sekuenziatzio masiboko plataformen gaurko egoera deskribatzen
da, ez-eredu diren izakien azterketarako dituzten abantailak eta eragozpenak aipatuaz; eta, on-
doren, sekuenziatzio masiboan gehien erabilitako bi tekniken (RAD-seq eta RNA-seq) oinarri
metodologikoak azaldu eta horien erabiltze adibide batzuk ematen dira, aniztasun biologiko-
aren ikerketa arloan.

Gako hitzak: genoma, RAD-seq, RNA-seq, sekuenziatzio masiboa, SNP, transkriptoma.

Introduccion

Los marcadores genéticos moleculares -ver revisién de los mismos en Rentaria Alcantara
(2007)- y la secuenciacion directa de fragmentos cortos de ADN mediante el método de
Sanger' et al. (1977) han sido, y auin son, las principales herramientas para el estudio de la
diversidad bioldgica. Estas metodologfas supusieron en las Ultimas décadas del siglo XX
una auténtica revolucion en el estudio de los organismos bioldgicos. Por primera vez, se
pudieron establecer diferencias entre especies, poblaciones e individuos sobre la base del
genotipo en lugar de la apariencia externa o fenotipo. El fenotipo es la manifestaciéon ex-
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terna de un genotipo, y esta condicionada por el efecto del ambiente. Asf, las determina-
ciones fenotipicas requieren de ensayos relativamente complicados para descontar el
efecto de éste y su interaccion con el genotipo. Con el genotipado, y dada la posibilidad
que proporcionan los marcadores moleculares de comparar un gran nimero de caracteres
homologos independientes del ambiente, se ha facilitado en gran medida la realizacién
de estudios filogenéticos, tanto para delimitar la integridad de las especies y confirmar su
estatus taxonémico, como para testar hipotesis evolutivas. Ademas, los marcadores mole-
culares han permitido la realizacion de estudios poblacionales a escala local o regional, ya
que permiten acceder al genotipo de un numero elevado de individuos. Sin animo de ser
exhaustivos, algunos ejemplos de las principales aplicaciones de los marcadores genéticos
moleculares y la secuenciacion de Sanger en el ambito de la diversidad biolégica incluyen
la delimitacion de especies (Avise, 1994), el analisis de la distribucion geogréfica de la di-
versidad genética o filogeograffa (Avise, 2000), la determinacion de rutas migratorias de
aves (Wink et al,, 2006) o de re-colonizacion post-glaciar por parte especies arbéreas (Hewitt,
1999) o la cuantificacion del flujo genético y de la estructura genética espacial (Bossart y
Prowell, 1998).

La obtencién de variantes moleculares para el genotipado de individuos y la determinacion
de los perfiles de expresion de genes concretos tuvieron un fuerte impulso con el desarrollo
de los biochips o microarrays' de ADN'y ARN (Hoheisel et al. 2006), que todavia se utilizan
con profusién. Los microarrays consisten en superficies sélidas con celdillas en las que se
depositan una serie de secuencias de nucledtidos de manera ordenada y que se basan en
la capacidad de hibridacion entre dos cadenas de ADN complementarias entre si.

Pese a que los microarrays permiten genotipar de manera menos sesgada que los marca-
dores genéticos tradicionales y permiten evaluar la expresion diferencial de miles de genes
simultdneamente, presentan algunas complicaciones en su disefo derivadas de la necesi-
dad de conocer a priori las secuencias de interés de los organismos de estudio, algo que
en muchos casos no es posible cuando se trabaja con especies no modelo. Asf, la siguiente
revolucién en el estudio de los seres vivos y de las interacciones entre éstos, y de éstos con
el medio ha venido de la mano del desarrollo de las plataformas de secuenciacion de alto
rendimiento, o también llamada en su momento de nueva generacion (Next Generation
Sequencing - NGS-). Muchos procesos bioldgicos y ecoldgicos que anteriormente no podian
ser abordados por su elevado coste, pueden ser estudiados en la actualidad a través de la
secuenciacion de genomas y transcriptomas o del genotipado masivo de individuos. Desde
el punto de vista del estudio de la diversidad bioldgica, la secuenciaciéon masiva permite,
entre otras aproximaciones, obtener de manera relativamente sencilla un gran ndmero de
marcadores genéticos en especies no modelo (sin lugar a duda en nimero mucho mayor
que por las técnicas tradicionales, e incluso més que con microarrays) para estudios filoge-
néticos, de diversidad, o de mapeo genético (Baird et al., 2008; Davey etal., 2011), la deter-
minacion de patrones de expresion y regulacion génica (Wang et al, 2009) o la
identificacion de especies de microorganismos presentes en muestras ambientales (Venter
etal., 2004).
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Especificamente, las tecnologfas de secuenciacion masiva han supuesto un cambio enorme
a la hora de abordar el estudio de especies silvestres, tanto de animales como de plantas,
ya que éste se veia limitado con las técnicas tradicionales. En general, las especies silvestres
no se contemplan como especies modelo, es decir, los recursos genémicos dedicados a
su estudio son mas bien escasos, de manera que la obtencién y transferencia de marca-
dores era costosa y frecuentemente se obtenia baja resolucion a nivel de cobertura gené-
mica. Con mucha frecuencia, la caracterizacion de la diversidad genética en estos
organismos se determinaba a partir de una representacion muy reducida de sus genomas,
pudiendo llevar a inferencias errdbneas de pardmetros poblacionales o en la determinacion
de fendmenos de adaptativos, evolutivos o de especiacion.

El uso de las plataformas de secuenciacién masiva consigue secuenciar en paralelo millones
de fragmentos de ADN en multiples individuos, lo cual redunda en un abaratamiento de
costes y del tiempo de realizacion de los experimentos (Schloss, 2008). Ademas, la secuen-
ciacién masiva presenta otras ventajas (van Dijk et al., 2014). En primer lugar, no es necesario
clonar el ADN con bacterias, dado que las plataformas de secuenciacion trabajan con bi-
bliotecas gendmicas’ preparadas en sistemas libres de células. En segundo lugar, se elimina
la electroforesis para detectar las bases secuenciadas, con laimplementacién de otras me-
todologias que permiten acelerar el proceso de obtencion de secuencias. Ademas, me-
diante la secuenciacién masiva, se puede determinar un amplio espectro de polimorfismos
gendmicos, desde la variacion de un Unico par de bases o mutaciones puntuales - SNPs'-
hasta inserciones y deleciones, o duplicaciones gendmicas.

A pesar de sus innegables ventajas, la secuenciacion masiva también presenta una serie
de limitaciones que van superédndose conforme se desarrollan nuevas mejoras tecnolo-
gicas. Precisamente, una de las mayores limitaciones es el manejo del elevado volumen
de datos generado en cada experimento (Zhao et al., 2013), que requiere un cierto ma-
nejo de técnicas bioinformaticas avanzadas y de una adecuada infraestructura compu-
tacional no siempre al alcance de los grupos de investigacion (Lopez de Heredia y
Vazquez-Poletti, 2016). Ademas, generalmente hay una ausencia de bases de datos y re-
cursos -omicos' para especies no modelo, que dificultan el anélisis para investigadores
no especializados.

En esta revision se describen las herramientas disponibles para la realizacién de estudios
que utilicen técnicas de secuenciacion masiva, haciendo hincapié en aquellas técnicas de
mayor aplicacion para estudios ecoldgicos y evolutivos en especies silvestres. En primer
lugar, se describiran las plataformas de secuenciacién masiva disponibles en la actualidad,
sefalando sus ventajas y limitaciones para el andlisis en organismos no modelo. Seguida-
mente, detallaremos las bases de dos de las técnicas mas populares que se benefician de
la secuenciacion masiva (RAD-seq y RNA-seq) con algunos ejemplos de su uso para el es-
tudio de la diversidad bioldgica. Finalmente, se sefialardn las principales limitaciones y pers-
pectivas de este campo de estudio.
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Plataformas de secuenciacién masiva

Las técnicas que se benefician de la secuenciacion masiva deben abordar necesariamente
dos fases: la fase in vitro y la fase in silico (Fig. 1). La primera fase (in vitro) consiste en la cons-
truccion de bibliotecas gendmicas de acuerdo a la técnica ensayada, seguida de la subsi-
guiente secuenciacion de dichas bibliotecas en una plataforma de secuenciacion. La
metodologia para construir las bibliotecas es especifica de cada técnica. La segunda fase
(in silico) comprende el anélisis bioinformatico de los ficheros de lecturas generados por
las distintas plataformas de secuenciacion masiva. Precisamente la elecciéon de la plataforma
va a condicionar las dos fases de anélisis debido a que cada una de ellas presenta unos
fundamentos tedricos y unas caracterfsticas propias que permiten al investigador selec-
cionar la mas adecuada para el tipo de anélisis deseado (Tabla 1).

Frente a la secuenciacion tradicional por el método de Sanger et al. (1977), considerado
de primera generacién, se desarrollaron a finales de la década pasada las plataformas de
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Fig. 1.- Esquema general de los procesos a llevar a cabo para realizar un experimento de secuencia-
ciébn masiva.

Fig. 1.- General outline of the steps needed to conduct high-throughput experiment.
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Tabla 1.- Plataformas de secuenciacion de segunda y tercera generacion. Se especifican los tamafos
maximos de lectura, el nimero de lecturas maximo por corrida y el total de Gb alcanzado en los mo-

delos mas modernos de cada plataforma.

Table 1.- Second and third generation sequencing platforms. The maximum read sizes, maximum
read number per run, and total Gb reached by the most up-to-date models for each platform.

secuenciacion de segunda y tercera generacion, también conocidas como plataformas de
secuenciacién masiva. Aparte de las diferencias en la metodologia para disefar las biblio-
tecas gendémicas que se van a secuenciar y en los fundamentos de cada técnica para ob-
tener las secuencias de nucledtidos, existe una division entre plataformas de secuenciacion

12 | Munibe, Cienc. nat. 64,2016 - pp. 7-31 - Donostia/San Sebastian « ISSN 0214-7688 « eISSN 2172-4547



Secuenciacién masiva y diversidad biologica

masiva en funcion de la longitud de las lecturas (es decir, el nimero de pares de bases de
cada lectura) que generan, de manera que se habla de plataformas de lecturas largas (>
300 pb) y de lecturas cortas (< 300 pb) (van Dijk et al., 2014). La longitud de lectura es una
de las principales variables y limitaciones que se deben tener en cuenta a la hora de disefar
los experimentos. Una longitud de lecturas corta implica necesariamente el mapeo a un
genoma de referencia o el ensamblaje de novo' de dichas lecturas, mientras que las lecturas
largas implican una mayor tasa de error en la identificacion de los nucledtidos (Liu et al.,
2012). No obstante, a lo largo de los Ultimos afos, las plataformas de lecturas cortas han
ha ido consiguiendo un incremento progresivo en la longitud de lectura (> 250 pb en lec-
turas cortas) manteniendo la baja tasa de error (c. 0.01%), mientras que las plataformas de
lecturas largas han conseguido reducir el error (c. 10-40%), llegando a conseguir la secuen-
ciacion de moléculas completas, por ejemplo de ARN mensajero. Estos avances metodo-
l6gicos abren la puerta a la consecucion de resultados mas robustos, incluso con el uso
combinado de distintas plataformas.

La primera plataforma de secuenciacion masiva que se comercializd fue el 454 Genome
Sequencer de Life Sciences (actualmente Hoffmann-La Roche Ltd, Basilea, Suiza). Esta pla-
taforma se basaba en la técnica de pirosecuenciacion® (Margulies et al., 2005), y consegufa
inicialmente lecturas simples' (single-end), de 100-150 pares de bases (pb), hasta completar
200 Mb' de secuencia. Tras sucesivas evoluciones, esta plataforma consiguié alcanzar lon-
gitudes de lectura de ~ 700 pb y un volumen total de secuencia de 14 Gb'. No obstante,
aunque en sus inicios la plataforma 454 constitufa una alternativa rapida y eficiente para
conseguir lecturas largas con una precision media (Pushkarev et al., 2009), Roche anuncio
en octubre de 2013, que no seguiria dando soporte a esta plataforma, por su incapacidad
de competir con las nuevas plataformas que se habian desarrollado.

Al poco tiempo de la aparicion de la plataforma 454, surgieron dos plataformas caracteri-
zadas por la identificacion de las bases por fluorescencia y por la generacién de un nimero
muy superior de lecturas mas cortas pero mas precisas. Por un lado, Applied Biosystems
(actualmente Life Technologies, una marca de Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA)
desarrollé en 2006 el sistema SOLID (Sequencing by Oligo Ligation Detection) basado en la
tecnologia de secuenciacién por ligacién y codificacién por dos bases’ (Mardis, 2008). Esta
tecnologia producia inicialmente 3Gb de lecturas de 35 pb, pero los modelos actuales con-
siguen generar outputs de hasta 300 Gb y lecturas pareadas’ (paired-end) de 2 x 75 pb con
una precision del 99,9 %. Por otro lado, la companfa lllumina Inc. (San Diego, Ca, USA) ha
desarrollado distintos modelos de secuenciadores tras adquirir el primer Genome Analyzer
comercializado por Solexa en 2006. Todos los secuenciadores de lllumina (HiSeq, MiSeq,
NextSeq, etc.) utilizan la tecnologia de secuenciacion por sintesis' (Ju et al,, 2006). En la ac-
tualidad, los secuenciadores de Illlumina pueden conseguir lecturas de 2 x 300 pb hasta 15
Gby 25 millones de lecturas (ML) (modelo MiSeq) o bien lecturas de 2 x 150 pb hasta 1800
Gby 6.000 ML (modelo HiSegX).

El incremento en el tamano de lecturas es esencial para aumentar la profundidad de se-
cuenciacion’, particularmente a la hora de realizar ensamblajes de novo en especies de las
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que no se dispone de un genoma de referencia. £l uso de lecturas pareadas pertenecientes
a la misma region gendmica permite utilizar la posicion de las mismas y su distancia entre
ellas para mejorar la precision del ensamblaje. Tanto SOLID como lllumina son capaces de
generar tanto archivos de lecturas simples como de lecturas pareadas, e incluso de lecturas
con direccionalidad conocida (stranded-specific).

En 2010 lon Torrent (actualmente Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA) comercializd
su sistema PGM (Personal Genome Machine), que incorporaba la tecnologia de semicon-
ductores’ y no dependia del uso de fluorescencia, sino de los cambios en pH que se pro-
ducen cuando se libera un protén al incorporarse a una molécula de ADN. El proceso se
lleva a cabo en un chip con micro-pocillos cuya base actia como un PH-metro microsco-
pico para detectar dichos cambios. EI ADN se fragmenta y se anilla a unas pequenas bolas
que se sumergen en una solucion de cada uno de los nucledtidos en los micro-pocillos
del chip. Dado que cada ldmina del chip actia como un semiconductor, se pueden de-
tectar los cambios iénicos producidos por la incorporacion de un nucledtido dado a la se-
cuencia de ADN, y transferir la secuencia de nucledtidos a un ordenador. El sistema PGM
es capaz de generar lecturas largas desde 400 pb hasta 2 Gby 5 ML. La evolucién de la tec-
nologfa de semiconductores ha desembocado en los secuenciadores lon Proton (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Ma, US), que son capaces de generar lecturas de 200 pb hasta10
Gby 80 ML.

Mas recientemente, se ha desarrollado la denominada secuenciacién de la tercera gene-
racion. Las principales diferencias de las plataformas de tercera generacion con las de se-
gunda generacion radican en la no necesidad de realizar una PCR' (reaccion en cadena de
la polimerasa) antes de la secuenciacion (aunque existen protocolos para la construccién
de bibliotecas gendmicas sin PCR para su secuenciacion en lllumina), reduciendo el tiempo
de andlisis y los errores derivados de ésta, y en que la deteccion de nucledtidos se realiza
en tiempo real. La plataforma PacBio (Pacific Biosciencies, Menlo Park, Ca, USA) se basa en
fluorescencia para identificar los nucleétidos mediante un procedimiento de secuenciacion
de una Unica molécula en tiempo real™ (single-molecule real-time -SMRT-). Los secuencia-
dores PacBio RS operan acortando mucho los tiempos y consiguiendo una longitud media
de secuencia de 4.200 a 8.500 pb, llegando hasta los 30.000 pb. Estas caracteristicas hacen
a esta plataforma muy Util para estudios de microbiologia que analizan genomas muy pe-
quefnos porque permiten una profundidad de secuenciacion suficiente para corregir la tasa
de error, 0 para la obtencién de transcritos de longitud completa en estudios de expresion
génica, corrigiendo los errores cometidos en combinacion con lecturas cortas mas fiables,
por ejemplo obtenidas con secuenciadores de lllumina (Gonzélez-lbeas et al,, 2015).

La secuenciacién Nanopore, que se encuentra en un estado avanzado de desarrollo, utiliza
un bioporo macroscépico de muy pequeno didmetro similar a una canal iénico de una
membrana plasmatica, por el que transitan las moléculas de ADN o proteinas, produciendo
una interrupcion del voltaje a través del canal (Clarke et al., 2009) y cuyo registro permite
identificar la secuencia de nucledtidos. Oxford Nanopore Technologies (Oxford, Reino
Unido) ha comercializado una serie de secuenciadores que utilizan esta tecnologia (Minlon,
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Promethlon y Gridlon). Por ejemplo, utilizando el secuenciador portable Minlon, se ha sido
capaz de secuenciar un cromosoma completo de la bacteria Bacterioides fragilis de 5.18
Mb (Risse et al., 2015).

Existen sistemas de secuenciacion de tercera generacion, como el de la plataforma Helicos
(Helicos Biosciences, Cambridge, Ma, USA), que no se comercializan actualmente, mientras
que otros sistemas se encuentran en fase incipiente de desarrollo. Entre estos ultimos, se
encuentran el sistema Stratos, apoyado por Roche, y que utiliza la tecnologfa de secuen-
ciacion por expansiont -XBS- basado en nanoporos, o el sistema de transferencia energética
de resonancia de la fluorescencia -FRET-, que se basa en microscopfa electrénica y que es
la apuesta mas firme de Thermo Fisher Scientific en las tecnologias de secuenciacion de
tercera generacion. Solo el tiempo dird cudl de las plataformas mencionadas resultard més
exitosa en el futuro de la secuenciacion masiva.

Las técnicas de genotipado por secuenciacion: RAD-seq

La secuenciacién de genomas completos sélo se ha aplicado de manera marginal en es-
tudios filogenéticos, filogeograficos o de genética de poblaciones de plantas y animales
por el elevado coste de trabajar con un tamafno muestral alto. No obstante, la secuenciacion
masiva puede ser aplicada a bibliotecas gendmicas que consigan una reduccion del ge-
noma de los organismos y a partir de la cual se obtenga un nimero elevado de variantes
gendmicas -loci™ polimorficos- en multiples individuos. La reduccion del genoma se con-
sigue en estas metodologias mediante el empleo de endonucleasas de restriccion, que
son enzimas que reconocen un patron especifico de bases en las secuencias de ADN y
fragmentan la doble hélice en sitios especificos de cuatro a ocho nucleétidos: las dianas
de restriccion.

Esta capacidad de las endonucleasas de restriccion para reconocer secuencias especificas
de ADN es la base de la técnica RAD-seq (restriction site associated DNA markers sequencing)
(Fig. 2a). Aunque existen multitud de modificaciones de esta técnica en la manera de cons-
truir las bibliotecas gendmicas, todas tienen en comun la digestion del ADN gendmico por
una o dos endonucleasas de restriccion. En el caso de la técnica original, la digestion va
seguida de una fragmentacion aleatoria de los fragmentos resultantes, que usualmente se
lleva a cabo mediante métodos mecanicos como la sonicacion (fragmentacion mediante
ultrasonidos) o la nebulizacion (fragmentacion a alta presion) (Baird et al., 2008; Davey y
Baxter, 2010). El siguiente paso consiste en ligar a los fragmentos unos adaptadores que
van a llevar incluida una secuencia corta de 4-8 nucleétidos (barcode®) que va a ser espe-
cifico para cada uno de los individuos del experimento, ya que es la manera de poder se-
parar a posteriori las lecturas que corresponden a cada muestra. Los RADs, fueron
empleados inicialmente en microarrays (Miller et al., 2007), para ser luego secuenciados
con plataformas NGS, principalmente de lecturas cortas (Baird et al., 2008). Las lecturas van
a cubrir los dos lados de la diana de restriccion, y pueden ser simples o pareadas. Las dianas
de restriccion de la secuencia de ADN que se buscan con RAD-seq son poco frecuentes,
de manera que el nimero de fragmentos que se producen sea tratable para una plataforma
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Fig. 2.- Esquema de las metodologias de genotipado RAD-seq (a) y ddRAD-seq (b).
Fig. 2.- Outline of RAD-seq (a) and ddRAD-seq (b) genotyping methodologies.
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de secuenciacién y no se genere un numero elevado de datos perdidos por locus e indivi-
duo.

A dfa de hoy existen numerosas modificaciones de la técnica RAD-seq original, que permi-
ten optimizar la obtencién de marcadores genémicos a costes razonables, aumentar el
numero de individuos que se pueden analizar, reducir el volumen de datos perdidos o mi-
nimizar las fuentes de error. A modo de ejemplo, vamos a detallar dos de ellas, por su po-
pularidad en el estudio de especies de plantas y animales: (1) genotipado por secuenciacion
-GBS- (Elshire etal., 2012);y (2) double-digested RAD-seq -ddRAD-seq- (Peterson et al., 2012).
Otras modificaciones como ezRAD-seq (Toonen et al., 2013), testada en especies de peces,
corales y moluscos, o el genotipado por secuenciacién con dos enzimas, como 2-enzyme
GBS (Poland et al., 2012) o 2b-RAD (Wang et al., 2012), han tenido hasta ahora un menor
uso.

La técnica de GBS se desarrollé para estudios de mapeo genético en plantas de maiz (Els-
hire etal., 2012). Es muy similar a la técnica original, pero modula la composicion del barcode
utilizando nucledtidos degenerados™ para minimizar el error en la identificacion de los loci
secuenciados. La principal modificacion consiste en la utilizacién de endonucleasas de res-
triccion resistentes a metilacion' (originalmente ApeKl), de manera que se evitan regiones
repetitivas del genoma, aumentando la profundidad de secuenciacién de regiones con un
bajo ndmero de copias. Ademas, utiliza las propias lecturas obtenidas para realizar la fase
de mapeo, por lo que no es necesario un genoma de referencia. Aungue esta técnica ha
sido utilizada principalmente en especies con interés agronémico, hay algunos ejemplos
de su uso en genética poblacional de especies silvestres de plantas (Chen et al, 2013; Schi-
llingetal, 2014; llut et al., 2015; Ratcliffe et al, 2015) o animales (Swaegers et al., 2015; Winger
etal, 2015; Cahill y Levinton, 2016; Dussex et al., 2016; Underwood et al., 2016).

Probablemente la metodologia con més potencial para el estudio de la diversidad bioldgica
es la técnica ddRAD-seq (Peterson et al., 2012). La principal modificacién que presenta res-
pecto de la técnica original es el uso conjugado de dos endonucleasas de restriccion, se-
leccionando Unicamente los fragmentos que estan flanqueados por cada una de las
enzimas de restriccion y que muestran un tamafno de inserto definido por el investigador.
Esta modificacion implica que no es necesario realizar una fase de fragmentacion del ge-
noma. La identificacion de los individuos se realiza mediante la adicién de uno o dos bar-
codes a los adaptadores que flanquean los sitios de restriccion, cuya longitud va a
determinar el nimero de individuos que se podran analizar en cada biblioteca gendmica
(Figura 2b). Ademds, opcionalmente se puede afadir otra secuencia corta de nucledtidos
degenerados (degenerate base region, DBR), que se puede utilizar como contador para de-
tectary eliminar duplicados de PCR (Schweyen et al,, 2014; Tin et al., 2015). La presencia de
duplicados de PCR es un artefacto que se produce en el paso previo a la secuenciaciéon y
cuyo efecto principal es condicionar la profundidad de secuenciacién (DaCostay Sorensen,
2014). Otra estrategia para cuantificar el impacto de potenciales errores de genotipado en
experimentos de ddRAD-seq (y de RAD-seq en general) es la utilizacion de réplicas técnicas
(aquellas en las que el material bioldgico es el mismo en cada muestra) para optimizar los
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parédmetros utilizados en pipelines’ de anélisis bioinformético y acotar dicho error (Mas-
tretta-Yanes et al., 2015).

En el dmbito del estudio de la diversidad bioldgica, la técnica ddRAD-seq se ha utilizado
para estudios de hibridacion y delimitacion de especies, establecimiento de estructura po-
blacional o deteccion de regiones gendémicas sometidas a seleccion en organismos tan di-
versos como invertebrados marinos (Saarman et al,, 2015; Lal et al., 2016), aves (DaCosta et
al, 2016; Lavretsky et al., 2016), reptiles (Leaché et al.,, 2015), lepidépteros (Capblancg et al.,
2015; Lee y Mutanen, 2015), peces (Kai et al,, 2014; Saenz-Agudelo et al,, 2015); o coniferas
(Friedline et al, 2015) y frondosas (Mastretta-Yanes et al., 2014). Usualmente, esta técnica
ha ido asociada a la secuenciacion con la plataforma lllumina, de lecturas cortas, ya que
frecuentemente se desea contar con loci no ligados, y éstos aumentan con la proximidad
en el genoma. Es decir, se prefiere obtener muchos loci con pocos polimorfismos, que
pocos loci con muchos polimorfismos. No obstante, el disefio del experimento dependera
de los objetivos del mismo, y recientemente se ha desarrollado una adaptacién del proto-
colo ddRAD-seq para su utilizacion con la plataforma lon Torrent, de lecturas largas (Pukk
etal, 2015).

Enlos ultimos afos se han desarrollado diversos pipelines de analisis bioinformatico, tanto
para el disefio de experimentos de RAD-seq (sensu lato), como para el procesado de las
lecturas obtenidas. Ejemplos de estos pipelines son Stacks (Catchen et al,, 2103), Pyrad
(Eaton, 2014), AftrRAD (Sovic et al., 2015), PredRAD (Herrera et al., 2015) o ddRADseqTools
(Mora-Marquez et al., 2016). En general, todos los pipelines incluyen los siguientes pasos:
(1) pre-procesado de las lecturas, incluyendo la evaluacién de su calidad, el demultiplexado
de individuos, es decir, la generacion de ficheros de lecturas para cada individuo, y la eli-
minacion de los adaptadores; (2) ensamblaje de los fragmentos secuenciados en grupos
de lecturas correspondiendo cada grupo a un locus. (3) determinacién de polimorfismos
o variant calling; (4) anotacién funcional de loci presentes en las regiones codificantes del
genoma; y (5) generacién de ficheros de salida en formatos utilizables por software de ana-
lisis de genética poblacional, filogenética o mapeo. Como ya hemos mencionado, el uso
de estas herramientas requiere de unos minimos conocimientos bioinformaticos por parte
del investigador.

El estudio de transcriptomas: RNA-seq

Sibien la genética de poblaciones se centra fundamentalmente en el estudio de regiones
neutrales del genoma, no es menos importante el modo en que se expresan los genes de
los distintos organismos. La secuenciacidon masiva también ha supuesto una revoluciéon en
los estudios de transcriptomica a través de la implementacion de las técnicas de secuen-
ciacion directa de los ARN transcritos o RNA-seq (Wang et al,, 2009). El RNA-seq permite
determinary cuantificar los niveles de expresion de genes que se expresan bajo diferentes
condiciones ambientales o en respuesta a diferentes estimulos (Ekblom y Galindo, 2011)
y/o detectar genes previamente no identificados y sus variantes (Wang et al., 2009), por lo
que estd pasando a ser la metodologia mas utilizada frente a los microarrays de expresion.
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Hay varias cuestiones que deben considerarse a la hora de afrontar un experimento de
RNA-seq. En primer lugar, es importante tener en cuenta el material de partida que se va a
utilizar en funcién de la realidad biolégica que se pretende estudiar. La expresion génica
presenta una alta especificidad en funcién del tejido examinado (Brawand et al., 2011). Asi,
hay que ser cauto en la interpretacion de los resultados, ya que los transcriptomas gene-
rados a partir de tejidos diversos representan una mezcla heterogénea de los perfiles de
expresion obtenidos de las células individuales. En este sentido, si bien la mayoria de estu-
dios operan a nivel de individuo completo o de tejidos/érganos especificos, cabe destacar
la posibilidad de obtener transcriptomas a nivel de célula (Hebenstreit, 2012). Estas técnicas,
que utilizan la microdiseccion de células con laser para extraer su ARN y secuenciarlo, tienen
su principal aplicacion en el estudio del cancer (Saliba et al., 2014), pero también hay ejem-
plos de su uso en especies de plantas (Abbott et al., 2010).

Otra decision importante es la eleccion de la plataforma de secuenciacion, ya que va a con-
dicionar la construccion de bibliotecas gendmicas, asi como el posterior procesado bioin-
formatico de las mismas, en funcién de tratarse de plataformas de lecturas cortas (Illumina)
o de lecturas largas (454 Roche o PacBio). En un reciente estudio se ha cuantificado la fre-
cuencia de uso de distintos tipos de plataforma para el anélisis de RNA-seq de las princi-
pales especies de arboles forestales (Lopez de Heredia y Vazquez-Poletti, 2016). Los
resultados muestran un temprano uso de la plataforma 454 de Roche, que paulatinamente
se ha visto sustituido por el empleo de la plataforma Illlumina. El uso de otras plataformas
como AB SOLID o lon Torrent ha sido marginal, aunque se prevé que el uso de los secuen-
ciadores de tercera generacion tendran un papel preponderante en el andlisis de RNA-seq
en los proximos afos, debido a que son capaces de secuenciar transcritos completos sin
precisar del ensamblaje de las lecturas.

La longitud y el nimero de lecturas generadas va a tener una incidencia fundamental en
la profundidad de secuenciacion, que, de acuerdo a la ecuacion de Lander y Waterman
(1988), es directamente proporcional a la longitud y nimero de lecturas e inversamente
proporcional a la longitud del genoma. En estudios de RNA-seq, la profundidad de secuen-
ciacion es dificil de determinar, y se va a producir una heterogeneidad en los niveles de
expresion para todos los loci; es decir, los genes que se expresan en mayor medida pre-
sentaran un mayor numero de lecturas. Ademas, para asegurar la reproducibilidad de los
experimentos de RNA-seq no es usual incluir réplicas técnicas, pero si se deben incluir al
menos tres réplicas bioldgicas (Marioni et al., 2008). Las réplicas técnicas evallan la varia-
bilidad técnica que se produce en el proceso de construccion de bibliotecas gendmicas y
secuenciacion. Las réplicas bioldgicas consisten en muestras de diferentes individuos que
se procesan de manera separada, en aras de una estimacion de la varianza en los niveles
de expresion y de una reduccion del error experimental producido por la intrinseca varia-
cion entre los mismos (Robasky et al, 2014). En este sentido, se prefiere incrementar el nu-
mero de réplicas bioldgicas frente al nimero de lecturas por réplica (Liu et al,, 2014).

Un experimento genérico de RNA-seq (Figura 3) debe adaptar la construccion de bibliote-
cas gendmicas a la plataforma utilizada y a la realidad bioldgica que se pretende capturar.
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Fig. 3.- Outline of the methodology for the analysis of RNA-seq (modified from Mortazavi et al., 2008).

Asi, existen multitud de modificaciones a las bibliotecas estandar de ARN total, como por
ejemplo adaptaciones para analizar Unicamente ARN mensajero (mRNA), microARNs
(miRNA) o perfiles ribosémicos, o bien la secuenciacién dirigida a ARN de rutas metabdlicas
conocidas (Vikman et al., 2014).

Si bien normalmente los analisis de RNA-seq se realizan sobre muestras localizadas en am-
bientes controlados y sometidas a distintos estimulos (por ej. estrés abidtico por sequia,
infeccion con algun patdgeno, respuesta a traumatismos, etc.), también se han realizado
algunos experimentos en los que se analizan poblaciones naturales para ver como varfan
los niveles de expresion a través de gradientes ambientales (Sork et al., 2016), o para de-
tectar marcadores diagndéstico con importancia adaptativa (fundamentalmente SNPs) entre
diferentes poblaciones, con una estrategia muy similar a la utilizada en RAD-seq, pero para
las regiones codificantes del genoma. En este sentido, es llamativo el estudio de Suérez-
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Gonzélez et al. (2016), en el que se muestran evidencias de regiones gendmicas sometidas
a introgresion adaptativa en especies de chopos.

Una aplicacion de RNA-seq que es particularmente eficaz, tanto en el ambito del estudio
de la diversidad biolégica como en la determinacion de tratamientos frente a organismos
patdgenos, es el RNA-seq dual, mediante el cual se analizan en una sola biblioteca geno-
mica muestras de hongos o bacterias y los organismos superiores infectados por ellas. Esta
aproximacion se ha llevado a cabo fundamentalmente para la deteccion de hongos paté-
genos en plantas (Hayden et al, 2013; Meyer et al.,, 2016). Usualmente, el RNA-seq dual se
beneficia de la mayor facilidad de contar con un genoma de referencia para el patégeno
en cuestion, de modo que se pueden separar los genes del huésped y el hospedante para
asi poder investigar los cambios en los patrones de expresion de diversos genes y relacio-
narlos con la virulencia del ataque.

Probablemente la mayor limitacion de los experimentos de RNA-seq se encuentre en el
andlisis bioinformético de los ficheros de lecturas generados por las diferentes plataformas
de secuenciacion. El primer problema es como tratar el elevado volumen de datos que se
generan en un proyecto de RNA-seq. Los algoritmos para analizar los ficheros de lecturas
tienen un elevado consumo de memoria RAM y CPU, y ademas van a ir generando un in-
gente volumen de datos a lo largo del proceso de andlisis. En el caso de experimentos de
expresion diferencial que analicen varias réplicas bioldgicas con diversos tratamientos, el
volumen de datos puede volverse inmanejable, a excepcidn de que se cuente con una in-
fraestructura computacional adecuada (Zhao et al,, 2013).

Un flujo basico de andlisis bioinformatico de RNA-seq incluye los siguientes pasos: (1) pre-
procesado de las lecturas de secuencias: estimacion de su calidad, eliminaciéon de adapta-
dores y de datos redundantes; (2) mapeo de las lecturas a un genoma/transcriptoma de
referencia o ensamblaje de novo de los transcritos; (3) anotacion funcional de los transcritos;
(4) cuantificacion de los niveles de expresion de los distintos transcritos generados, inclu-
yendo la determinacion de splicing alternativo™; (5) andlisis de expresion diferencial. En la
actualidad existen multitud de aplicaciones para la realizacién de todas las fases de andlisis
bioinformético en experimentos de RNA-seq, que pueden consultarse en revisiones re-
cientes (Lopez de Heredia y Vazquez-Poletti, 2016).

Conclusiones

Como hemos visto, la secuenciacion masiva se presenta como una herramienta funda-
mental para el estudio de la diversidad bioldgica, porque permite un andlisis eficiente y
profuso de genomas y transcriptomas en un gran nimero de individuos de especies no
modelo obteniendo una profundidad de secuenciacion significativa. Entre otras aplicacio-
nes, la secuenciacion masiva tiene aplicaciones en estudios poblacionales o filogenéticos
mediante el genotipado de individuos o la obtencién de genomas completo, en estudios
de expresion diferencial y en la identificacion de los patrones de expresion de genes con-
cretos, o en la determinacion de la composicion genética de muestras ambientales. A dia
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de hoy, estas técnicas aun presentan un coste relativamente elevado (@aunque menor por
par de base al de la secuenciacién de Sanger). No obstante, se prevé que su coste se re-
duzca en el futuro cercano. Previsiblemente, la secuenciacion de tercera generacion au-
mentarad la fiabilidad de los genomas y transcriptomas que se generen en el futuro, entre
otros, porque facilitardn el ensamblaje de lecturas. Paulatinamente, se estd consiguiendo
una reduccién del error de lectura en las nuevas plataformas de secuenciacion. Ademas,
se estan produciendo constantes avances para paliar las limitaciones de infraestructura
computacional de los grupos de investigacién que no tienen acceso a supercomputadores
capaces de manejar los datos generados por las plataformas de secuenciacién masiva,
como por ejemplo los servicios de computacion bajo demanda en la nube (cloud compu-
ting). En este sentido, es seguro que se desarrollardn metodologias para dar solucién a al-
gunos de los problemas existentes en la actualidad, pero surgirdn nuevas cuestiones que
mereceran la atencion de los investigadores de lo natural. En la era del Big Data, la diversi-
dad bioldgica no ha quedado exenta de integrarse y beneficiarse del inmenso conoci-
miento del que se dispone, y es labor de los investigadores filtrar esa ingente informacion
para profundizar en el conocimiento, tanto basico como aplicado de la naturaleza.
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fCaja 1: Glosario de términos NGS

Barcode Secuencia especifica de nucledtidos de corto tamano que se incorpora en los ex-
tremos de los fragmentos a secuenciar. Los barcodes son necesarios para identificar el in-
dividuo o la muestra de la que proviene cada de unas de las secuencias.

Contig Primer nivel de asociacion de los fragmentos secuenciadas en estructuras superiores
tras un ensamblaje de lecturas. Fragmento >> Contig.

Profundidad de secuenciacion NUimero medio de lecturas que se alinean a una secuencia
de bases especifica dentro de la muestra de ADN del genoma de referencia. Ej. un genoma
secuenciado 30x indica que de media, cada base del genoma esta representada en 30 lec-
turas.

Ensamblaje de novo Superposicion y concatenacion de un conjunto de lecturas de se-
cuencias de ADN o ARN que se realiza en el caso de organismos que no disponen de un
genoma de referencia. El ensamblaje de novo es un término heredado de la secuenciacion
de genomas completos, en los que se producen contigs y scaffolds, y que puede dar lugar
a loci en el caso de RAD-seq o a transcritos completos en el caso de RNA-seq. Existen dis-
tintas aproximaciones metodoldgicas y algoritmos para realizar ensamblajes de novo, que
varfan en funcién de la longitud de las lecturas.

Gb Gigabase 0 1000 millones de pares de bases.
Isoforma Cada una de las distintas variantes de una misma proteina.

Lecturas pareadas Ficheros de lecturas obtenidos primero de un extremo del fragmento
y luego del otro, con o sin direccionalidad conocida. El coste de secuenciar lecturas pare-
adas es el doble frente a la secuenciacion de lecturas simples, dado que se producen dos
ficheros en lugar de uno.

Lecturas simples Ficheros de lecturas obtenidos Unicamente de uno de los extremos del
fragmento. Unicamente se produce un fichero de lecturas.

Biblioteca gendmica Conjunto de fragmentos de 4cidos nucleicos que tras una serie de
procesos en laboratorio (fragmentacion, ligacién de adaptadores, etc.) esta lista para la se-
cuenciacion masiva.

Locus/loci Lugar especifico del cromosoma donde estd localizado un nucledtido, un gen
u otra secuencia de ADN. El plural de locus es loci. Los loci pueden presentar distintas formas
o variantes que reciben el nombre de alelos.

Mb Megabase o un millén de pares de bases.

Metilacion Modificaciones quimicas en la molécula de ADN. Consiste en la unién de grupos
metilos a las citosinas del ADN. Es un mecanismo de regulacién génica que se asocia con
una transcripcién reducida del gen.

Microarray Superficies sélidas con celdillas en las que se depositan una serie de secuencias
de nucledtidos de manera ordenada y que se basan en la capacidad de hibridacién entre
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dos cadenas de ADN complementarias entre si. Se utilizan en estudios de alta densidad
que analizan muchos genes, ARNs, SNPs, etc. simultdneamente en la muestra de interés.
Antes de la eclosion de la secuenciacion masiva como RAD-seq o RNA-seq, los microarrays
constituian la principal alternativa para estudios de expresién o para la determinacién de
SNPs, y todavia son ampliamente utilizados. El andlisis de la intensidad con que se registran
determinadas sondas permite inferir la cantidad de secuencias complementarias presentes
en una muestra determinada, lo que constituye la base de los estudios de expresion dife-
rencial de ARN.

Nucleétidos degenerados Secuencias de nucleétidos sintetizadas artificialmente que
son basicamente similares, pero que difieren en ciertas posiciones. Estos nucleétidos
pueden realizar la misma funcién o incluso producir un mismo resultado que un nucle-
otido estructuralmente diferente. Se pueden utilizar como cebadores en PCRs o para es-
timar lecturas redundantes productos de duplicaciones en las PCRs en técnicas como
ddRAD-seq.

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa. Metodologia que permite obtener grandes can-
tidades de moléculas de ADN a partir de unas cantidades minimas del mismo. La metodo-
logfa se basa en el uso de unos oligonucledtidos disefiados como cebadores para iniciar
la replicacion in vitro, y en la adicion de nucledtidos en cada una de las dos hebras molde
mediante la accion de la enzima Tag-polimerasa. Todo el proceso se realiza a altas tempe-
raturas para evitar la re-naturalizacion de las dos cadenas de ADN desnaturalizadas. La PCR
es un proceso iterativo que se repite a lo largo de una serie de ciclos, consiguiendo ampli-
ficar exponencialmente el nimero de moléculas de ADN molde, y asi poder realizar distin-
tos tipos de analisis, entre ellos, la secuenciacion de la molécula.

Pipeline bioinformatico Conjunto de procesos de analisis in silico que se aplican mediante
la concatenacion secuencial de aplicaciones de software por la que van transformandose
los datos procedentes de experimentos biolégicos in vitro, entre ellos de secuenciacién
masiva, hasta conseqguir los resultados especificos buscados por el investigador. A modo
de ejemplo, existen numerosos pipelines para realizar el ensamblaje de lecturas, analisis
de expresion diferencial, anotacion funcional, etc.

Pirosecuenciacidon Método de secuenciacion empleado por los sistemas 454 de Roche. El
método se basa en la monitorizacién a tiempo real de la sintesis de ADN mediante la de-
teccion de los pirofosfatos liberados en el momento de la incorporacion de los nucledtidos.
La secuencia de ADN se determina por la intensidad luminica emitida por la incorporacion
de cada nucledtido complementario. A la hebra simple sélo se puede afadir uno de cada
uno de los cuatro nucledtidos complementarios a la vez, de manera que el nucledtido an-
terior se degrada antes de estimar la intensidad de luz. El proceso se repite hasta que se
determina la secuencia completa.

Omico/a Neologismo que se refiere al conjunto de metodologfas de anélisis bioldgico y
recursos derivados de su aplicacién a nivel de todo el genoma (gendmica), transcriptoma
(transcripdmica), proteoma (protedmica), metaboloma (metaboldmica), etc.
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Scaffold Segundo nivel de asociacion de los fragmentos secuenciados en estructuras de
orden superior. Fragmento >> Contig >> Scaffold

Secuenciacion de una uUnica molécula en tiempo real Tecnologia de secuenciacion de
tercera generacion por sintesis de una molécula de ADN fija desarrollada por Pacific Bios-
ciences. La técnica no necesita realizar PCR. Utiliza unas cavidades de aluminio y silice para
confinar nanofotones de ~70 nm de didmetro y ~100 nm de profundidad llamadas gufas
de onda "modo cero” (ZMW). El campo éptico de la cavidad disminuye exponencialmente
dentro de la ZMW debido al comportamiento de la luz al atravesar una apertura pequefa.
En el fondo de la ZMW se fija una ADN polimerasa con una molécula de ADN molde. Cada
una de las cuatro bases nitrogenadas del ADN se marca con un fluoréforo diferente. Asi,
cuando un nucledtido se incorpora a la cadena incipiente, se libera el fluoréforo y se ob-
serva una sefal que es recogida en un detector de luminiscencia.

Secuenciacién por expansion Secuenciacion de una sola molécula basada en el uso de
nanoporos que tiene un paso previo en el que se transforma la molécula de ADN en un
“expanddmero” en un proceso similar a la replicacion. El sistema utiliza una polimerasa es-
pecial capaz de incorporar cadenas de cuatro bases complementarias a la vez, llamadas
“Xprobes”y que llevan incorporadas a la segunda y tercera base unas moléculas especiales
coloreadas para representar cada una de las cuatro bases originales del ADN. Una vez sin-
tetizado el expanddmero, éste incrementa su tamafo 50 veces respecto del tamafo orig-
inal de la molécula de ADN y se hace pasar por un nanoporo de estado solido que lee los
colores de las moléculas especiales para determinar la secuencia. El método se encuentra
actualmente en desarrollo.

Secuenciacién por ligacién y codificaciéon por dos bases Metodologfa de secuenciacion
de los sistemas SOLID. Este método utiliza una ADN ligasa en lugar de una polimerasa para
identificar la secuencia. En primer lugar se fragmenta la secuencia objetivo y se realiza una
PCR para seleccionar los productos por tamafo. Seguidamente se adaden unas sondas de
dos bases marcadas con fluorescencia que compiten para ligarse a los cebadores de se-
cuenciacion. La deteccion de la secuencia se consigue interrogando la primera y segunda
base en la ligacién. Se realizan varios ciclos de ligacion, deteccion y fragmentacion con dis-
tintos cebadores. La precision del método es muy elevada

Secuenciacion de Sanger Método para determinar la secuencia de nucledtidos de frag-
mentos de ADN de pequeno tamano purificados. Se considera la secuenciacion de primera
generacion. En el procedimiento original, el ADN se desnaturalizaba en cada una de sus
hebras complementarias, se anillaba una secuencia corta de nucleétidos (cebador) a una
de las hebras y la enzima DNA-polimerasa extendia el cebador afiadiendo didesoxinucle-
otidos complementarios (uno cada vez), creando una copia de la hebra. Se precisaba de
cuatro reacciones por separado conteniendo un Unico didesoxinucledtido cada una de
ellas (ddG, ddA, ddT y ddC). Cada una de las cuatro reacciones se corria en un gel de po-
liacrilamida. La secuencia se determinaba a partir de la longitud del fragmento, que se co-
rrespondia con la posicion en la que se incorpord un didesoxinucledtido. En la actualidad,
la reaccion de secuenciacion se basa en una modificacion de la PCR con dideoxinucledtidos
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marcados con fluoréforos (moléculas que emiten fluorescencia tras ser excitadas con la
luz) y se resuelve mediante una electroforesis capilar, resultando en cromatogramas que
representan con colores la secuencia de nucleétidos.

Secuenciacioén por sintesis Es la metodologia de secuenciacion de la plataforma lllumina.
La técnica utiliza polimerasas especiales y nucledtidos fluorescentes de terminador rever-
sible. Las hebras de ADN y los cebadores de pegan a un portaobjetos donde se realiza un
PCR, creando colonias locales de ADN. Mediante métodos dpticos se cuantifica la fluores-
cencia etiquetada de los nucledtidos, pudiendo asi determinar qué nucledtido se une en
una posicion especifica. Este proceso se repite en varios ciclos hasta que se completa toda
la secuencia de ADN.

Sistema de transferencia energética de resonancia de la fluorescencia La transferencia
energética de resonancia de la fluorescencia (FRET) es una interaccion que ocurre solo a
muy corta distancia entre dos estados de excitacion electrénica de dos moléculas fluores-
centes en la que la longitud de onda de emision de una de ellas coincide con la de excita-
cién de la otra. Esta es la base para la identificacion de secuencias gendmicas o
aminoacidicas de la plataforma de secuenciacién masiva desarrollada por Thermo Fisher
Scientific.

SNP Variacion en la secuencia de ADN que afecta a una Unica base en posiciones concretas
del genoma.

Splicing alternativo Proceso de edicion posterior a la transcripcion que se produce tras la
obtencion del ARN mensajero primario, y por el que, a partir de un pre-ARN mensajero
dnico, se pueden obtener un nimero de diverso de ARNs maduros, que codificaran para
diferentes isoformas de la proteina madura. Estas isoformas se producen mediante splicing
alternativo, mecanismo que permite que un mismo gen pueda contener la informacion
necesaria para sintetizar proteinas distintas.

Tecnologia de semiconductores Es la tecnologfa utilizada por la plataforma lon Torrent.
El método se basa en la deteccion de protones liberados durante el proceso de polimeri-
zacion del ADN. A diferencia de otros métodos de secuenciacidon, este método no usa
nucledtidos modificados quimicamente ni se usan métodos épticos par la deteccién de
nucledtidos sino por deteccion de pH.

Variant calling Proceso de deteccion de polimorfismos en las secuencias obtenidas (lec-
turas simples o ensambladas).
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