Revista ARCHAEOBIOS N° 10, Vol. | Diciembre 2016 ISSN 1996-5Z14

Secuenciacion de ARN antiguo en bioarqueologia
- Revision

Gabriel Dorado !, Fernando Luque ?, Placido Pascual ®, Inmaculada
Jiménez *, Francisco Javier S. Sanchez-Cafiete °, Margarita Pérez-
Jiménez !, Patricia Raya ®, Jesus Saiz /, Adela Sanchez ’, Jesls Martin ®
Teresa E. Rosales °, Victor F. Vasquez '°, Pilar Hernandez **

! Autor para correspondencia, Dep. Bioquimica y Biologia Molecular, Campus Rabanales C6-1-E17,
Campus de Excelencia Internacional Agroalimentario (ceiA3), Universidad de Cérdoba, 14071 Cérdoba
(Spain), CE: <bbldopeg@uco.es>; % Laboratorio de Produccion y Sanidad Animal de Cérdoba, Ctra.
Madrid-Cadiz km 395, 14071 Cérdoba; * Laboratorio A%roalimentario de Cordoba, Consejeria de
Agricultura 'y Pesca, Junta de Andalucia, 14004 Cdérdoba; * IES Puertas del Campo, Avda. San Juan de
Dios 1, 51001 Ceuta; ° EE.PP. Sagrada Familia de Baena, Avda. Padre Villoslada 22, 14850 Baena
(Cordoba); ® Jefe de Servicio de Proteccion Radiolégica, Colonia San José N° 4 Planta 2a, Campus
Rabanales, Universidad de Coérdoba, 14071 Cérdoba; * Dep. Farmacologia, Toxicologia y Medicina Legal
3/ Forense, Facultad de Medicina, Avda. Menéndez Pidal, s/n, Universidad de Cérdoba, 14071 Cérdoba;
Dep. Microbiologia, Campus Rabanales C6-B-O, Universidad de Cérdoba, 14071 Cérdoba,; ® Centro de
Investiglaciones Arqueobioldgicas y Paleoecoldgicas Andinas Arqueobios, Apartado Postal 595, Trujillo
(Peru); % Centro de Investigaciones Arqueobiolégicas y Paleoecoldgicas Andinas Arqueobios, Apartado
Postal 595, Trujillo (Peru); " nstituto de Agricultura Sostenible (IAS), Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), Alameda del Obispo s/n, 14080 Cérdoba

Resumen

La secuenciacion de primera generaciéon (FGS; del inglés, “First-Generation
Sequencing”) revoluciond la biologia molecular en general, y la bioarqueologia en
particular. Ello permitié estudiar restos de ADN antiguo (ADNa) por primera vez. La
secuenciacibn de segunda generation (SGS; del inglés, “Second-Generation
Sequencing”) mejoré aun mas el rendimiento, reduciendo el tiempo y coste por base
nucleotidica secuenciada. Ademas, permitié secuenciar genomas antiguos completos,
como los de neandertales. La secuenciacion de tercera generacion (TGS; del inglés,
“Third-Generation Sequencing”) mejoré aun mas el rendimiento de SGS, permitiendo
ademds secuenciar moléculas individuales, sin requerir pasos previos de amplificacion
o modificacién. Ello es revolucionario, evitando posibles sesgos asociados a tales
pasos previos. Esto abre la puerta para la secuenciacion directa verdadera del ARN
[sin retrotranscripcibn en ADN complementario (ADNc)], incluyendo ARN antiguo
(ARNa). Diferentes plataformas de TGS estan surgiendo, prometiendo nuevos y
emocionante descubrimientos en bioarqueologia, tanto para ADNa como ARNa.
Palabras clave: gendmica funcional, epigenética, ARN mensajero, transcriptomas antiguos,
paleotranscriptémica.

Abstract

First-Generation Sequencing (FGS) revolutionized molecular biology in general, and
bioarchaeology in particular. That allowed to study ancient DNA (aDNA) remains for
the first time. Second-Generation Sequencing (SGS) further improved throughput,
reducing time and cost per sequenced nucleotide base. Most importantly, it allowed to
sequence full ancient-genomes, like the ones of Neanderthals. Third-Generation
Sequencing (TGS) improved even more SGS throughput, also allowing to sequence
single molecules, without requiring previous amplification or modification steps. That is
revolutionary, overcoming putative biases associated to such steps. This opens the
door for true-direct RNA sequencing [without retrotranscription into complementary
DNA (cDNA)], including ancient RNA (aRNA). Different TGS platforms are arising,
promising exciting new discoveries on bioarchaeology for both aDNA and aRNA.

Key words: functional genomics, epigenetics, messenger RNA, ancient transcriptomes,
paleotranscriptomics.
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Introduccion

La secuenciacion de primera generacion (FGS; del inglés, “First-
Generation Sequencing”) revolucioné la bioarqueologia, permitiendo
secuenciar ADN antiguo (ADNa). El avance se extendiéo a genomas antiguos
con la secuenciacion de segunda generacion (SGS; del inglés, “Second-
Generation Sequencing”), que logra un mayor rendimiento, de manera mas
rapida y a costo mas reducido por base nucleotidica leida. Entre otros, incluyo
la secuenciacion del genoma neandertal (Green et al. 2006; Noonan et al.
2006; Dorado et al. 2007-2015). La secuenciacién de tercera generacion (TGS;
del inglés, “Third-Generation Sequencing”) mejora aun mas las metodologias
anteriores, lo que permite secuenciar una sola molécula sin previa modificacion
o amplificacion, se generan lecturas mas largas (kilobases; kb). Estos avances
evitan sesgos asociados a estrategias previas, aumentando aun mas la
productividad, reduciendo el tiempo y costo (Bleidorn 2015). Por lo tanto, SGS
y TGS se consideran tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento (HTS;
del inglés, “High-Throughput Sequencing”), siendo a veces denominadas con
el término ambiguo “proxima generacion” de secuenciacion (NGS; del inglés,
“Next-Generation Sequencing”). Ademas, estos meétodos también pueden
aplicarse para estudiar la epigenética del ADN, incluyendo ADNa (Gokhman et
al. 2014; Pedersen et al. 2014; Orlando et al. 2015; Seguin-Orlando et al. 2015;
Smith et al. 2015).

Ademas de ADNa, también seria interesante secuenciar ARN antiguo
(ARNa), permitiendo tomar instantaneas de tejidos particulares en tiempos
antiguos. Sin embargo, el ARN es mas labil que el ADN, y por lo general se
degrada después del cese de la actividad fisiologica de soporte vital. Se sabe
que el ADNa suele ser escaso, estar roto fisicamente (degradado), pudiendo
estar también modificado quimicamente. De hecho, el ADNa puede ser dificil
de aislar y secuenciar, siendo propenso a generar resultados positivos falsos,
debido a contaminacion con ADN moderno. Por lo tanto, se espera que ARNa
sea mas dificil de aislar y secuenciar, aunque el ARN mensajero (ARNmM) es
mucho mas corto que el ADN gendmico, lo que ciertamente es una ventaja
para la secuenciacién. Pero, ¢es posible secuenciar realmente ARN antiguo?
La respuesta es si —hasta cierto punto, por ahora— como se describe a
continuacion (Fordyce et al. 2013; Guy 2013, 2014; Ng et al. 2014; Smith et al.
2014).

Secuenciacion de RNA antiguo

Hay dos posibilidades para la secuenciacion de ARN: retrotranscripcion
y secuenciacion directa. La primera opcion se puede lograr con FGS y SGS,
para generar ADN complementario (ADNc) (Fig. 1) y posterior secuenciacion.
Dicha metodologia se conoce a veces con el nombre engafioso de ARN-seq,
en lugar del término mas adecuado de ADNc-seq. Asi, se han secuenciado
diferentes ARNa (Guy et al. 2014), incluyendo el ARN del viroide del mosaico
latente del melocotdn de hace 50 afios (Guy 2013), el virus-1 criptico del trébol
blanco (Guy y Gerard 2016), genomas virales de hace 700 afios a partir de las
heces de caribu (Ng et al. 2014) y el virus del mosaico rayado de la cebada de
750 afios (Smith et al. 2014). Incluso el transcriptoma de granos de maiz
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antiguos (723 afios) ha sido secuenciado (Fordyce et al. 2013). Curiosamente,
ya que los retrovirus se insertan en el genoma del hospedador como retrovirus
endogenos (ERV; del inglés, “Endogenous RetroViruses”), su presencia se ha
detectado también con la secuenciacion de genomas modernos, asi como de
antiguos, como en el caso de coprolitos de 1.400 afios de antigiiedad (Rivera-
Pérez et al. 2015). Obviamente, en este Ultimo caso, la retrotranscripcion se
llevé a cabo en la célula viva, pero se indica aqui como una curiosidad de
investigacion.

Figura N° 1: Retrotranscripcion de ARN en ADNc. Ejemplo de retrotranscripcion, en el que
el ARN es capturado con perlas paramagnéticas (bola negra en la parte superior izquierda) y
retrotranscrito a ADNc. La actividad transferasa-terminal de la retrotranscriptasa utilizada
permite generar colas CC para asi hibridar adaptadores de cadena simple, que se convierten
en adaptadores de doble hebra tras la polimerizacion. El hibrido ARN-ADNc se desnaturaliza,
lo que permite amplificar la primera cadena de ADNc en ADN de doble cadena, a través de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés. “Polymerase Chain Reaction”). © 2016
Danandmike, Wikimedia Commons <http://commons.wikimedia.org> y Creative Commons
<http://creativecommons.org>.

Afortunadamente, TGS permite secuenciar directamente acidos
nucleicos, como se ha indicado antes, sin pasos previos de retrotranscripcion o
amplificacion, abriendo la puerta para secuenciar realmente ARN en general,
asi como ARNa en particular. Entre ellos se encuentran: i) secuenciacion real
de una sola molécula (tSMS; del inglés “true Single-Molecule Sequencing”) de
Helicos BioSciences <http://www.helicosbio.com>, basado en la secuenciacion
mediante sintesis (SbS; del inglés, “Sequencing-by-Synthesis”). Fue la primera
tecnologia de secuenciacion de una sola molécula disponible, siendo mas
adelante ofrecida como servicio por la empresa “Sequence the Lower Limit”
(SeqLL) <http://seqll.com> (Harris et al. 2008); ii) secuenciacién en tiempo real
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de una sola molécula (SMRT; del inglés, “Single-Molecule Real-Time”) de
Pacific Biosciences (PacBio) <http://www.pacb.com>, procedente de la antigua
Nanofluidics <http://nanofluidics.com>, a través de SbS; iii) secuenciacion
mediante ligacibn de sonda-ancla combinatoria (cPAL; del inglés,
“combinatorial ~ Probe-Anchor  Ligation”) de  Complete  Genomics
<http://www.completegenomics.com>, basada en secuenciacion mediante
hibridacion (SbH; del inglés, “Sequencing by Hybridization”) y secuenciacion
mediante ligacion (SbL; del inglés, “Sequencing by Ligation”), ofrecida como
servicio por AllSeq <http://allseq.com> (Fig. 2); y iv) secuenciacién de Oxford
Nanopore Technologies <http://nanoporetech.com>, basada en alteraciones de
corrientes idnicas (eléctricas), al pasar los nucleotidos a través de nanoporos
biolégicos o sintéticos de estado soélido. Genera lecturas largas de 230 a 300
kb, a una velocidad de 280 a 500 bases por segundo (bps). Curiosamente, un
equipo miniaturizado de secuenciador de mano MinlON Mk 1B (87 g de peso)
ha sido utilizado con éxito por la National Aeronautics and Space
Administration (NASA) <https://www.nasa.gov> para astrobiologia. Tiene un
emocionante potencial para el diagnostico de enfermedades de la tripulacion e
investigacion de vida basada en acidos nucleicos (Rezzonico 2014; John et al.
2016).

1. Unknown Sequence Known Sequenca: AD1
A A

Probe Sar#l
Interrogates
Fositicon 1

Probe Seat #2

Interrogates

Figura N° 2. Secuenciacion de una sola molécula. Ejemplo de TGS (cPAL), en la que un
oligonucledtido de anclaje hibrida con una regién conocida de la molécula que va a ser
secuenciada. Ademas, una sonda de interrogacién fluorescente (que contiene una base
nitrogenada A, C, G o T en la posicion de interrogacion) se hibrida y se liga al ancla. Las
sondas no hibridadas se eliminan y la florescencia de las unidas es detectada. El proceso se
repite para el resto de los nucleotidos de interrogacion. A continuacion, se retira la sonda-ancla
y el proceso se repite para otras sondas-anclas, hasta que se secuencia el acido nucleico
diana. © 2016 Suspencewl, Wikimedia Commons <http://commons.wikimedia.org> y Creative
Commons <http://creativecommons.org>.
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TGS se ha utilizado para secuenciar no solo ADN, sino también ARN
mediante secuenciacion directa (DRS; del inglés, “Direct RNA Sequencing”)
(Ozsolak et al. 2009). También se ha utilizado para secuenciar genomas
antiguos, como el de caballo del Pleistoceno (Orlando et al. 2011; Ginolhac et
al. 2012; Schubert et al. 2012).

Perspectivas futuras y conclusiones finales

TGS es ahora un éarea activa de investigacion y desarrollo, con
prometedoras nuevas tecnologias en desarrollo, incluyendo las siguientes (por
orden alfabético de fabricante): )] Electron Optica
<http://www.electronoptica.com>, basada en microscopia electronica de baja
energia (LEEM; del inglés, “Low-Energy Electron Microscopy”); ii) Electronic
BioSciences <http://electronicbio.com>, basada en la secuenciacibn mediante
nanoporos; iii) secuenciador Gene Electronic Nano-Integrated Ultra-Sensitive
(GENIUS) de GenapSys <http://www.genapsys.com>, capaz de medir tanto los
cambios de pH como la temperatura durante la sintesis de acidos nucleicos; iv)
Genia <http://www.geniachip.com>, comprada en 2014 por Roche
<http://sequencing.roche.com>, basada en SbS a través de nanoetiquetas de
polietilenglicol (PEG; del inglés, “PolyEthylene Glycol”) en sensores activos
analdgico-a-digital; v) GnuBIO <http://gnubio.com>, que pertenece a Bio-Rad
<http://www.bio-rad.com> desde 2014, basada en hexdmeros SbH en
nanogotas, prometiendo carreras sin errores (exactitud del 100%) tras filtrado
de datos, en tan sélo ~3'5 h; vi) secuenciador de IBM <http://www-
03.ibm.com/ibm/history/ibm100/us/en/icons/dnatransistor>, basado en
nanoporos de estado solido tipo transistor de ADN (del inglés, “DNA
Transistor”); vii) LaserGen <http://lasergen.com>, usando terminadores
relampago (del inglés, “Lightning Terminators”), basados en colorantes
fotoescindibles y grupos de terminacion (Wu et al. 2007); viii) Solametrix
<http://www.solametrix.com>, que se convirti6 en Lightspeed Genomics
<http://www.Isgen.com>, basada en el Optica de apertura sintética sub-pixel
(SAOQ; del inglés, “Synthetic Aperture Optics”) con sensores LightSpeed, lo que
permite la miniaturizacion 4x y ahorro de reactivos 16x; ixX) NABsys
<http://nabsys.com>, basada en sondas de hexameros y SbS con nanoporos
de estado solido, mostrando una velocidad asombrosa de mas de un millén de
bps (~100.000 bps por detector), lo que permite secuenciar los ~3 mega pares
de bases (Mpb) del genoma humano con profundidad de 25 veces por 100
dolares, en menos de una hora; y x) nanoporo optico Optipore de NobleGen
Biosciences <http://noblegenbio.com>, utilizando balizas moleculares
fluorescentes y conversion de ADN circular (CDC; del inglés, “Circular DNA
Conversion”), para convertir el acido nucleico diana en una representacion
sintética expandida (ESR; del inglés, “Expanded Synthetic Representation”) de
cadena de oligonucledtido (McNally et al. 2010).

La viabilidad de la secuenciacion directa del ARN ha sido demostrada
(Ozsolak et al., 2009), aunque falta por determinar el limite de edad del ARNa
para poder ser secuenciado, como se ha hecho anteriormente para ADNa
(Allentoft et al. 2012; Millar y Lambert 2013). La posibilidad de secuenciar
transcriptomas antiguos (paleotranscriptomica) es sin duda emocionante, sobre
todo cuando se utiliza TGS. De hecho, las lecturas directas y largas de las
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nuevas plataformas de TGS (como las que utilizan nanoporos) vienen bien
para tal objetivo. Sin embargo, pueden ser también necesarios algoritmos de
ensamblaje especiales para ARNa (como en el caso de ADNa), ya que este
material se encuentra generalmente degrado, como se sefialé anteriormente.
Ademas, sera necesario aumentar la potencia de computacién, a fin de poder
analizar y comparar los datos de gendémica, transcriptémica y protedmica, que
crecen de manera exponencial.
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