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Resumen

La revolución de la secuenciación de ácidos nucleicos comenzó hace 31 años. El desarrollo de la
secuenciación de segunda generación (SGS) ha permitido un mayor rendimiento y menor precio por base
secuenciada, abriendo la posibilidad de secuenciar genomas antiguos, incluyendo epigenética. Esta
revisión describe las principales plataformas de SGS: i) Roche 454 Life Sciences, basada en PCR en
emulsión (emPCR) y posterior pirosecuenciación; ii) Illumina (amplificación por puente y secuenciación
mediante terminadores reversibles); iii) Life Technologies SOLiD (emPCR y ligación de oligonucleótidos
para interrogar ADN); y iv) Life Technologies Ion-Torrent-chip (emPCR y microchips pH-metros). Distintos
genomas antiguos (incluyendo virus, microorganismos, plantas y animales) han sido secuenciados. Ello
ha permitido estudiar la evolución de patógenos, domesticación de microorganismos, plantas y animales,
paleodietas y paleoambientes, incluyendo cambios climáticos. Todavía quedan por superar obstáculos y
desafíos, pero los avances tecnológicos continuos en aislamiento de ácidos nucleicos, secuenciación y
bioinformática (junto con mayor potencia de computación) prometen un futuro brillante para la
bioarqueología en general, y la paleogenómica en particular, permitiendo analizar no sólo genomas
aislados, sino también abordar la genómica y evolución de poblaciones antiguas.

Palabras clave (no en título o resumen, que son siempre indexados): ADN antiguo (ADNa), secuenciación
de alto rendimiento (SAR), ADN paleoambiental (ADNPalAmb), paleogenomas, reacción en cadena de la
polimerasa (RCP).

Abstract

The nucleic-acid revolution started 31 years ago. The development of the second-generation sequencing
(SGS) has allowed a higher throughput and lower price per sequenced base, opening the possibility to
sequence ancient genomes, including epigenetics. The main SGS platforms are described in this review:
i) Roche 454 Life Sciences, based on emulsion PCR (emPCR) and further pyrosequencing; ii) Illumina
(bridge-amplification and subsequent reversible-terminator sequencing); iii) Life Technologies SOLiD
(emPCR coupled with oligonucleotide ligation to interrogate DNA); and iv) Life Technologies Ion-Torrent-
chip (emPCR, further using microchip pH-meters). Different ancient genomes (including viruses,
microorganisms, plants and animals) have been sequenced. This has allowed to study the evolution of
pathogens, domestication of microorganisms, plants and animals, paleodiets and paleoenvironments,
including climate changes. Some hurdles and challenges must yet be overcome, but the steady
technological advances in nucleic-acid isolation, sequencing and bioinformatics (together with higher
computing power) promise a bright future for bioarchaeology in general, and paleogenomics in particular,
allowing to analyze not just single genomes, but also to address ancient population genomics and
evolution.

Key words (not in title or abstract, which are always indexed): ancient DNA (aDNA), high-throughput
sequencing (HTS), paleoenvironmental DNA (PalEnDNA), paleogenomes, polymerase chain-reaction
(PCR).
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Introducción

La secuenciación de ADN antiguo (ADNa) se inició hace más de tres
décadas con el quagga (Equus quagga), una especie de cebra extinguida en
1883 (Higuchi et al, 1984), utilizando la metodología de secuenciación de
primera generación (FGS). Más tarde, la secuenciación de segunda
generación (SGS) de ADN (a veces descrito con la denominación algo
ambigua de “próxima generación”; NGS) revolucionó las ciencias de la vida y
disciplinas relacionadas, incluyendo la arqueología (bioarqueología). Las
principales ventajas sobre las plataformas de primera generación fueron el más
alto rendimiento y menor precio por base secuenciada. Tal tecnología de
secuenciación de alto rendimiento (HTS) permitió secuenciar genomas
completos de una forma asequible. Además, algunas plataformas de segunda
generación han permitido lo que antes se consideraba una tarea imposible:
secuenciar genomas antiguos. Por lo tanto, la mayoría de los avances en la
secuenciación de ADNa se han llevado a cabo con dicha segunda generación
(Dorado et al, 2007-2014; Charman et al, 2015; Hagelberg et al, 2015; Orlando
et al, 2015). La SGS también permite estudiar la epigenética, habiendo sido
aplicado recientemente al ADNa (Orlando et al, 2015; Pedersen et al, 2014;
Smith et al, 2015; Seguin-Orlando et al, 2015).

Una nueva secuenciación de tercera generación (TGS) de ácidos
nucleicos promete revolucionar aún más la bioarqueología en los próximos
años, permitiendo la secuenciación de moléculas individuales (sin amplificación
previa, evitando los sesgos que la misma podría ocasionar). Ello permite
secuenciar no sólo ADNa, como se ha demostrado con el caballo (Orlando et
al, 2011; Ginolhac et al, 2012), sino también ARN antiguo (ARNa), aunque
dicha tecnología está en desarrollo. Por lo tanto, esta revisión trata de la
utilidad de la segunda generación de secuenciación de ácidos nucleicos en
bioarqueología.

Plataformas de secuenciación

Existen varias plataformas de secuenciación de segunda generación. Las más
populares se describen a continuación.

a. Secuenciación Roche 454 Life Sciences

Esta tecnología revolucionó la secuenciación del ADN, impulsando la
secuenciación de segunda generación. Se basa en la amplificación in vitro
mediante la reacción en cadena de la polimerasa de emulsión (emPCR), lo que
permite un alto rendimiento de reacciones paralelas en una emulsión agua-en-
aceite (W/O). Además se utilizan reacciones de pirosecuenciación para leer la
secuencia de ADN en picopocillos. La lecturas son finalmente ensambladas
utilizando herramientas bioinformáticas. Representa la plataforma de segunda
generación con lecturas más largas, aunque son también las más caras.
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El poder de esta estrategia ha sido demostrado mediante la
secuenciación de genomas antiguos, como el de neandertal (Green et al, 2006;
Noonan et al, 2006).

Figura 1. Secuenciación Roche 454 Life Sciences. La reacción de pirosecuenciación (junto a la
polimerización del ADN) genera luz, permitiendo la secuenciación del ADN. Créditos: How
pyrosequencing works. © 2014 Jacopo Pompilii, Wikimedia Commons
<http://commons.wikimedia.org> y Creative Commons <http://creativecommons.org>.

b. Secuenciación Illumina

Se basa en tecnología de amplificación por Reacción en Cadena de la
Polimerasa (PCR) de puente, para generar colonias de ADN en soportes
sólidos (protocolos sin PCR también están disponibles). Se lleva a cabo una
secuenciación masiva en paralelo con terminadores-reversibles, generando luz
en células de flujo. Posteriormente se utilizan sofisticados algoritmos (software)
para ensamblar las lecturas y generar los fragmentos de ADN contiguos
(“contigs”), cromosomas y genomas.

Esta plataforma permite una alta cobertura del genoma secuenciado. Aunque
las lecturas originales eran cortas (que a veces era un problema bloqueante,
ya que las herramientas bioinformáticas pueden no ser capaces de ensamblar
secuencias cortas/repetitivas), la tecnología ha evolucionado, generando
actualmente lecturas significativamente más largas.

Figure 2. Secuenciación Illumina. La amplificación por puente permite un alto rendimiento.
Créditos: Bridge amplification. © 2009 Abizar, Wikimedia Commons
<http://commons.wikimedia.org> y Creative Commons <http://creativecommons.org>.
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c. Secuenciación Life Technologies SOLiD

Esta metodología utiliza emPCR en un soporte sólido, junto con ligación
de oligonucleótido de diferentes cebadores universales y sondas marcadas
para interrogar al ADN. La fluorescencia generada por la escisión de la sonda
permite leer el ADN en la reacción de secuenciación. Posteriormente, se
utilizan herramientas bioinformáticas para ensamblar las lecturas.

Figura 3. Secuenciación Life Technologies SOLiD. El ADN cortado se somete a emPCR y
secuenciación. Créditos: Library preparation for the SOLiD platform. © 2012 Philippe Hupé,
Wikimedia Commons <http://commons.wikimedia.org> y Creative Commons
<http://creativecommons.org>.

d. Secuenciación Life Technologies Ion-Torrent-chip

Se genera una biblioteca de fragmentos de ADN ligados a adaptadores
con biotina, que son capturados con perlas recubiertas con estreptavidina. El
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ADN se desnaturaliza y los fragmentos no biotinilados son capturados con
perlas recubiertas por cebadores. El ADN se amplifica por emPCR utilizando
cebadores biotinilados, lo que permite aislar los productos de extensión unidos
a las perlas. Ellos son capturados en picopocillos, llevándose a cabo las
reacciones de secuenciación en femtopocillos que detectan los protones
generados (H+) en la polimerización del ADN, funcionando por lo tanto como
microchips pH-metros. La lecturas se ensamblan usando aplicaciones
bioinformáticas.

Figura 4. Secuenciación Life Technologies Ion-Torrent-chip. Detección de protones durante la
polimerización del ADN. Créditos: dNTP incorporation - hydrogen magnitude. © 2011 David
Tack, Wikimedia Commons <http://commons.wikimedia.org> y Creative Commons
<http://creativecommons.org>.

3. Secuenciando genomas antiguos

Diferentes genomas antiguos (paleogenomas) se han secuenciado
hasta la fecha. Inicialmente se llevó a cabo mediante la amplificación in vitro
utilizando la PCR. La metodología ha mejorado en los últimos años, incluyendo
el aislamiento de mayor cantidad/calidad de ADN, así como lecturas de mayor
longitud a precios más bajos. La paleogenómica permite la secuenciación total
o parcial de genomas antiguos, incluidos virus (Ng et al, 2014) y
microorganismos como las cianobacterias (MartínezDeLaEscalera et al, 2014;
Pal et al, 2015). Del mismo modo, orgánulos como cloroplastos y mitocondrias
(Haak et al, 2010; Bon et al, 2012; Fu et al, 2012; Hung et al, 2013; Paijmans et
al, 2013; Fernández et al, 2014; Meyer et al, 2014; Orlando, 2014; Shapiro y
Ho, 2014; Sheng et al, 2014; Hervella et al, 2015; Immel et al, 2015; Marsolier-
Kergoat et al, 2015) y los genomas nucleares de plantas como algodón
(Palmer et al, 2012a, b; Brown et al, 2015) y animales salvajes como mamut
(Poinar et al, 2006; Miller et al, 2008), oso (Barnes et al, 2002; Noonan et al,
2005), hiena de las cavernas (Bon et al, 2012 ), caballo (Orlando et al, 2013) y
bisonte (Marsolier-Kergoat et al, 2015), así como ganado como ovejas
(Teasdale et al, 2015) y homininis (Hominini) como neandertales (Paabo, 2015)
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y denisovanos (Meyer et al 2012; Brown y Barnes, 2015) desde el Pleistoceno
medio hasta hace un millón de años (Orlando, 2014). Las nuevas tecnologías
de secuenciación también permiten estudiar la genómica de poblaciones
antiguas y evolución, como se ha descrito recientemente para el pingüino
adelaida (Pygoscelis adeliae) (Parques et al, 2015) y los humanos (Allentoft et
al, 2015).

La paleogenómica también se está utilizando para estudiar la evolución
de agentes patógenos, incluidos los que causan enfermedades infecciosas
como el tizón de la patata (Phytophthora infestans), la peste (Yersinia pestis),
lepra (Mycobacterium leprae) y tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis)
(Donoghue et al, 2015 ). Del mismo modo, la domesticación de
microorganismos (eg., fermentaciones), plantas, animales y paleodietas.
Curiosamente, una secuenciación masiva de 101 genomas antiguos humanos
de la Edad del Bronce en Eurasia (3000 a 1000 aC) ha puesto de manifiesto el
hecho sorprendente de que la tolerancia a la lactosa en dicho periodo fue sólo
del 10% en Europa (Allentoft et al, 2015), lo que demuestra que la principal
selección positiva surgió más recientemente (1000 aC o posterior) de lo que se
pensaba (5500 aC) (Itan et al, 2009). Por otra parte, la secuenciación de
plantas y animales extintos puede arrojar nueva luz sobre el cambio climático,
migraciones, adaptaciones e historia evolutiva de las especies (Haak et al,
2010; Fu et al, 2012; Fernández et al, 2014; Brandao et al, 2015; Cooper et al,
2015; Hervella et al, 2015). De esta manera, los flujos de genes pueden ser
también determinados, demostrando antiguas mezclas genéticas endogámicas
entre seres humanos modernos los denisovanos y los neandertales (que
también se cruzaron entre sí) (Prufer et al, 2014; DerSarkissian et al, 2015;
Ermini et al, 2015; Hofreiter et al, 2015; Knapp et al, 2015; Paabo, 2015; Perry
y Orlando, 2015; Vernot y Akey, 2015). Esto ha demostrado que son
subespecies de la misma especie.

Por otra parte, el ADN del medio ambiente (eDNA), y en particular el
ADN paleoambiental (PalEnDNA), incluye depósitos como sedimentos y
suelos, y restos como coprolitos y contenido intestinal (Clack et al, 2012;
MartínezDeLaEscalera et al, 2014; Ng et al , 2014; Pawlowski et al, 2014;
Rawlence et al, 2014; Pal et al, 2015; Pedersen et al, 2015; Thomsen y
Willerslev, 2015). Por lo tanto, la secuenciación de especies extintas se puede
utilizar para reconstruir los ecosistemas antiguos, incluso en ausencia de
fósiles visibles a simple vista o al microscopio.

Pero diferentes desafíos se deben superar para secuenciar con éxito el
ADNa (Kircher, 2012; Shapiro y Hofreiter, 2012), incluyendo su recuperación
con la cantidad/calidad suficiente y requerida integridad química y física
(Overballe-Petersen et al, 2012; Parques y Lamber , 2015), sin estar
contaminado con ADN moderno. Además de la fragmentación física, otras
posibles alteraciones químicas del ADN incluyen tautomerización,
desaminación, pérdida de bases (principalmente despurinación; sobre todo en
guanosinas), oxidación e hidrólisis (mayormente en bases purínicas). Los
artefactos de secuenciación pueden ser también específicos de la plataforma
utilizada (Seguin-Orlando et al, 2013). Así, se han identificado recientemente
artefactos de secuencias palindrómicas (Estrella et al, 2014). De hecho, se ha
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encontrado que aunque la edad de la muestra puede ser, obviamente,
relevante, otros aspectos como la historia tafonómica de los restos pueden ser
más importantes para determinar la cantidad y la calidad del ADN recuperable
de los restos arqueológicos. Por lo tanto, el frío (eg., permafrost en el Ártico y
regiones antárticas) y la sequedad (eg., ambientes desérticos y salinos)
producen generalmente las muestras de ADN mejor conservadas.

Se han desarrollado aplicaciones bioinformáticas para determinar daños
del ADNa (Jonsson et al, 2013). Recientemente se ha aconsejado usar
muestras de ADN con limitada fragmentación y desaminación para evitar
resultados sesgados en los estudios epigenómicos (Seguin-Orlando et al,
2015). Se han evaluado diversas estrategias de reparación enzimática para
disminuir los daños en el ADNa y aumentar su cantidad (Mouttham et al, 2015).
Además, algunos tratamientos de la muestra, como digestiones enzimáticas en
presencia de ácido etilendiamino-tetraacético (EDTA) pueden aumentar
significativamente el ADNa recuperado (Damgaard et al, 2015). Además, y
como es lógico, puede haber también una cantidad/calidad diferencial del ADN
aislado de las diferentes partes de las muestras, como los dientes y los huesos
(Damgaard et al, 2015; Pinhasi et al, 2015). El enriquecimiento de fragmentos
de ADNa por captura mediante hibridación con sonda, o estrategias de captura
sin sondas, como afinidad de dominios de unión metilados (MBD) para
dinucleótidos CpG metilados (mCpG), así como el aislamiento de ADN de
cadena sencilla (ssDNA) a partir de muestras antiguas, han representado hitos
en el progreso de la secuenciación de ADNa en los últimos años (Carpenter et
al, 2013; Gansauge y Meyer, 2013; Enk et al, 2014; Ávila-Arcos et al, 2015;
Brown y Barnes, 2015; Hofreiter et al, 2015).

Además, la gran cantidad de datos generados con la secuenciación de
segunda generación exige nuevas estrategias de desarrollo bioinformático,
tanto para hardware como software. Así, se está utilizando procesamiento
paralelo con microprocesadores de múltiples núcleos, junto con herramientas
bioinformáticas para ensamblar lecturas cortas. Consecuentemente, estos
avances están impulsando también un cambio conceptual para abordar
adecuadamente los desafíos experimentales, analizar e interpretar los
resultados (Schubert et al, 2012; Rawlence et al, 2014; Hofreiter et al, 2015).

4. Perspectivas futuras y conclusiones

El futuro es prometedor para los estudios de ADNa en general y la
paleogenómica en particular, sobre todo debido al desarrollo de nuevas
plataformas de secuenciación que permiten secuenciar genomas antiguos
rápidamente usando menos material de partida, con lecturas mucho más
largas, mayor precisión y rendimiento, a un costo menor. Así, los estudios de
paleogenómica de poblaciones serán más rentables con la secuenciación de
tercera generación de ácidos nucleicos, que permite leer directamente las
secuencias de ácidos nucleicos individuales sin previa amplificación in vivo
(eg., clonación molecular dentro de las bacterias) o in vitro (eg., PCR).
Además, estas nuevas plataformas también podrían permitir a la secuencia de
ARNa. Pero para llegar a esas metas, nuevos desarrollos y mejoras en
potencia de computación (principalmente mediante ejecuciones paralelas en
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chips de muchos núcleos) y algoritmos bioinformáticos serán también
necesarios para manejar la creciente complejidad de los conjuntos de datos
generados. Por supuesto, se debe tener especial cuidado para mantener la
integridad de los ácidos nucleicos, aumentar el rendimiento y evitar
contaminaciones cruzadas, como ha demostrado la experiencia de
investigación en ADNa en los últimos 31 años.
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