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Resumen

La genémica es una disciplina que estudia la estructura, funcién y evolucién de los genomas y aborda los procedimientos metodolégicos
utilizados para secuenciar y ensamblar el genoma. El andlisis de los datos de secuenciacion requiere de recursos computacionales de alta gama y
de algoritmos matematicos y software especializado, que se engloba en lo que se conoce como Bioinformdtica. La historia de la secuenciacion de
genomas puede dividirse en tres etapas: 1) primera generacion que se basa en la secuenciacion de un solo fragmento por medio de electroforesis
capilar 2) la segunda generacién se caracteriza por la paralelizacion masiva de las reacciones de secuenciacion, lo que resulté en un incremento
en la cantidad de fragmentos de ADN secuenciados con una longitud de 50 a 300 pb, 3) la tercera generacién incluye también la secuenciacién
masiva de fragmentos, pero de una longitud mucho mayor (> 10000 pb) lo que facilita el ensamblaje de genomas. El avance en la secuenciacién
masiva ha permitido obtener una gran cantidad de genomas, que a su vez, tienen una amplia aplicacién en la medicina, en el mejoramiento de
especies animales y vegetales de importancia econdmica, asi como en estudios comparativos, filogenéticos, entre muchos otros. Entre las
principales ramas de la gendmica, se encuentra la metagenémica, que ha tenido gran relevancia en el conocimiento de la composicién y
diversidad de microorganismos en muestras ambientales de agua, suelo, aire, entre otras, facilitando el reconocimiento de nuevos taxa. Otra de las
ramas importantes de la genémica es la filogendmica, que es utilizada en el estudio de las relaciones evolutivas. Por tanto, los avances en las
plataformas de secuenciacién asi como los avances en el drea de la bioinformdtica han resultado en una revolucién del conocimiento de la
complejidad de los genomas.

Palabras clave: Bioinformdtica, ensamblaje de genomas, librerias gendmicas, metagendmica, plataformas de secuenciacién, SNPs (single
nucleotide polymorphism).

Abstract

Genomics is the discipline that studies the structure, function, and evolution of genomes and addresses the methodological processes used to
sequence and assemble the genome. Analyzing sequencing data requires state-of-the-art computational resources and specialized mathematical
algorithms and software, which are together known as bioinformatics. The history of genome sequencing can be divided into three stages: 1)
first-generation, which is based on the sequencing of a single fragment using capillary electrophoresis; 2) second generation, characterized by the
mass parallelization of sequencing reactions, resulting in an increase in the amount of DNA fragments sequenced with a length of 50 to 300 base
pairs; and 3) third generation, which also includes the mass sequencing, but of much longer fragments (> 10000 base pairs), which facilitates
genome assembly. Advances in massive sequencing have allowed for the sequencing of a large number of genomes, which has had broad
applications in medicine, the improvement of economically important plant and animal species, and phylogenetic studies, among many others.
One of the main branches of genomics is metagenomics, which has been highly important in generating knowledge of the composition and
diversity of microorganisms in environmental samples of water, air, and other materials, facilitating the recognition of new taxa. Another branch
of genomics is phylogenomics, which is used to infer the evolutionary relationships among species. Therefore, the advances in sequencing
platforms as well as advances in the area of bioinformatics have resulted in a revolution of knowledge of genome complexity.

Keywords: Bioinformatics, genome assembly, genomic libraries, metagenomics, sequencing platforms, SNPs (single nucleotide
polymorphism).

JULIO - DICIEMBRE 2022 @
ISSN: 2448-5225


mailto:perezalquicira@gmail.com

Feucea

La gendémica es una disciplina que se encarga del
estudio de la estructura, funcién y evolucién de los
genomas o una parte de ellos. El término genémica
fue propuesto por Thomas Roderick en 1986
(Kuska 1998). Esta disciplina estd estrechamente
relacionada con los procesos metodoldgicos
utilizados para secuenciar y ensamblar el genoma;
la gran cantidad de datos que se generan requieren
de recursos computacionales de alta gama para ser
analizados y almacenados y de métodos
matemdticos  conocidos  cominmente  como
bioinformdtica. La gendmica tiene amplias y
distintas aplicaciones en la medicina, biologia,
agronomia, taxonomia, ecologia y muchas otras
dreas.

Historia de la secuenciacion de los genomas y
plataformas de secuenciaciéon

Por méds de 50 afios, los investigadores han
aplicado diferentes técnicas para secuenciar los
4cidos nucleicos como son el ADN y el ARN.
Secuenciar el ADN por ejemplo, es conocer la
composicién y el orden de sus nucledtidos (i.e.
adenina A, guanina G, citosina C y timina T), as{
como la cantidad de cada uno de los nucledtidos o
pares de bases que conforman un fragmento de
ADN. La historia de la secuenciacién se puede
dividir en tres etapas, de acuerdo con el tamafio y
nimero de fragmentos que se pueden secuenciar.
La primera de ellas es la secuenciacién de la
primera generacion, la cual se caracteriza por la
secuenciaciéon de un solo fragmento de ADN
menor a 900 pares de bases (pb). La técnica de
Maxam-Gilbert (1977) y la de Sanger vy
colaboradores (1977) son consideradas de primera
generacion. La técnica de Sanger, ha sido utilizada
con mayor frecuencia y hasta la fecha sigue siendo
utilizada. Esta técnica consiste en la secuenciacion
del ADN a través de electroforesis capilar y la
incorporacion de dideoxinucle6tidos marcados con
fluorescencia (los dideoxinucleétidos carecen del
grupo 3’hidroxilo, que es importante en Ia
extension de la cadena de ADN y no puede formar
fosfato 5 del siguiente
nucledtido). También se adicionan nucleétidos sin
marcaje que, a diferencia de los anteriores,
permiten la adicion de nucledtidos y el
alargamiento de la cadena de ADN. De tal manera
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que al final quedardn fragmentos de diferente
tamafio, siempre con los dideoxinucledtidos en el
extremo terminal de cada cadena de ADN. A través
de la electroforesis se podrd determinar el tamaifio
de cada fragmento y por tanto la posicién del
nucleétido marcado con fluorescencia, la cual se
encuentra al final de cada fragmento. Es asi como
se puede reconstruir el orden de los nucledtidos
para posteriormente identificar los aminoécidos y
las proteinas correspondientes a dichos fragmentos.
La técnica de secuenciacion de Sanger o de primera
generacion es utilizada para secuenciar distintos
genomas, de tamafio pequefio o fragmentos de
genomas cortos. El primer genoma secuenciado fue
el del virus PhuX174 en 1977, posteriormente en
1995 se completé la secuencia gendémica de la
bacteria Haemophilus influenza, ambos organismos
poseen genomas pequefios. Después se fueron
incrementando las secuencias de genomas o
fragmentos de genomas de organismos eucariotas.
El método de secuenciaciéon propuesto por Sanger o
de primera generacién (automatizado en la
actualidad), tiene mds de cuatro décadas y sigue
siendo utilizado; sin embargo, la secuenciacién de
alto rendimiento o de nueva generacién o Next
Generation Sequencing (NGS) por sus siglas en
inglés, ha ido ganando terreno en las ciencias
biolégicas, incluida la medicina.

El proyecto del genoma humano se inicié en 1990,
la idea era secuenciar alrededor de 3 mil millones
de nucledtidos. Once afios después, se anuncid la
version preliminar de la secuencia completa del
genoma humano que fue publicada en 2001, y en
2003 se completo el proyecto del genoma humano
y se confirmé que los humanos tenian entre 20 a 25
mil genes. Con este acontecimiento molecular
comenzd la bien llamada “revolucién genémica”.
Aunque en un principio secuenciar un genoma
humano fue muy caro (i.e. 100 millones de
dolares), pronto el costo y la facilidad para obtener
secuencias de ADN mejoré drasticamente. La
revolucién gendmica trajo nuevas plataformas y
equipos de secuenciacién, lo que ha conducido a
una manera distinta de analizar e interpretar los
bloques que constituyen el drbol de la vida.

Las primeras plataformas masivas de segunda
generacidn, sentaron el cambio de paradigma,
debido a que permitieron la paralelizaciéon masiva
de las reacciones de secuenciacion, lo que resulté
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en un incremento de la cantidad de ADN que podia
ser secuenciado en un tiempo corto y cada vez a un
menor primera plataforma de
secuenciacion masiva que se fabric6 corresponde al
secuenciador 454 de Life Sciences en 2005,
después la compania ROCHE adquiri6 la
plataforma y liberé el secuenciador al mercado en
2007. Esta técnica no requeria de la fluorescencia
de los
luminiscencia para medir la sintesis de pirofosfato.
Esta técnica fue propuesta por Pal Nyrén y
colaboradores, y tiene ventajas con respecto a otras
técnicas debido a que no requiere nucledtidos
modificados y tampoco electroforesis. Sin
embargo, la capacidad de generar y almacenar
nucledtidos secuenciados, no fue suficiente para
esta plataforma comparado con nuevas técnicas que
comenzaron a surgir, las cuales producian m4s
datos y a menor costo que el secuenciador de
ROCHE. Una gran cantidad de técnicas de
secuenciacion vinieron después del éxito del 454,
la cual desaparecié practicamente del mercado en
el 2016.

Al afio siguiente de que se liberara el 454 al
mercado, la compaiiia [lumina
(http://www.illumina.com) lanza una nueva gama
de secuenciadores. Hasta la fecha Illumina es el
sistema de  secuenciacion mds  exitoso,
principalmente con sus dos secuenciadores el
HiSeq y el MiSeq. El secuenciador Illumina se
diferencia del secuenciador Roche 454 por la
tecnologia de secuenciacion por sintesis (ver
Illumina Sequencing by Synthesis), utilizando
nucledtidos de terminacién de cadena extraibles
marcados con fluorescencia que pueden producir
una mayor cantidad de lecturas a un menor costo
(un genoma humano por menos de 1000 délares).
llumina  proporciona equipos de
secuenciacién, por ejemplo el secuenciador MiSeq,
aunque tiene un tamafio pequefio, el nimero de
datos oscila entre 0.3 a 15 Gb, y tasas de rotacién
rdpidas adecuadas para la secuenciacién dirigida,
para aplicaciones clinicas y de laboratorio pequeiio;
genera los resultados en 1 o 2 dias a un costo
NOVASeq 6000 es el
secuenciador que produce el mayor nimero de
lecturas y puede generar hasta 10 billones de
lecturas, “paired-end” de 100 o 250 pb, en un
periodo de 36 horas y esto lo puede hacer dos
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veces, es decir puede hacer dos flujos, generando el
doble de datos.

En la secuenciacion de tercera generacién, se han
desarrollado tecnologias como la de Pacific
Biosciences o PacBio SMRT (Eid et al., 2009) y
Oxford Nanopore (Mikheyev y Tin, 2014), que
producian lecturas mayores a 10 mil pb pero con
una precisiéon de 75-90%. Como resultado de esto,
los datos eran raramente utilizados para detectar
estructurales o indels (deleciones-
inserciones de nucleétidos). Sin embargo, en los
ultimos afios, PacBio HiFi (Wenger et al., 2019), se
ha utilizado con gran éxito ya que permite la
secuenciaciéon de fragmentos mds largos y con
menor error. La tecnologia utilizada es una
optimizacién de secuenciacién circular consenso
(CCS por sus siglas en inglés, circular consensus
sequencing), para incrementar la precision de la
secuenciacion en tiempo real de una sola molécula
(SMRT por sus siglas en inglés, single-molecule
real-time) y generar lecturas con una precisién muy
alta (99.8%) y con una longitud promedio de 13500
pb. No requiere una amplificacion o PCR previa
del ADN y permite obtener la secuencia de
moléculas de cadena simple en tiempo real. Con
esta tecnologia se ha caracterizado el genoma
HGO02/NA24385; el proyecto es
patrocinado por “The Genome in a Bottle
Consortium™ y tiene como finalidad generar
materiales de referencia y datos de secuenciacion
del genoma humano con fines médicos. El
ensamblaje de este genoma con PacBio tiene una
precision de 99.91% para las variantes genéticas y
el 95.98% para las inserciones y deleciones < 50 pb
y 95.99% para las variantes estructurales (cambio
en la disposiciéon de los genes o fragmentos
cromosomicos).

Por otra parte, Oxford Nanopore desarrollada por
Oxford Nanopore Systems en 2014
(https://nanoporetech.com/) es una tecnologia
basada en nanoporos y se basan en la identificacién
de las distintas bases de la cadena de ADN gracias
a una sefal 6ptica o por la variacién que se produce
en una corriente eléctrica de iones al pasar la
cadena a través de un nanoporo anclado a una
membrana formada de dos proteinas. Tiene grandes
ventajas, al igual que PacBio, no necesita de una
amplificaciéon o PCR previa, sus corridas son en un
tiempo corto y sus lecturas son muy largas, ademads
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de que presenta un secuenciador portatil (MinION,
https://nanoporetech.com/products/minion) que
puede ser llevado en el bolsillo.

La importancia de tener secuencias mds largas
radica en una mayor eficacia y facilidad en la
reconstruccion de la secuencia del genoma, es
decir, es mds sencillo el ensamblaje de las lecturas.
En el caso de las lecturas cortas, éstas son de
utilidad en el llamado de variantes genéticas
(SNVs, single-nucleotide variants) y de pequefios
indels, pero son poco ttiles y mds dificiles de
utilizar para los ensamblados de novo y variantes
estructurales.

Preparacion de bibliotecas genémicas

En general, en la secuenciaciéon masiva se incluyen
tres pasos bdsicos: la preparacion de bibliotecas, la
andlisis de datos (i.e.
bioinformética). Una biblioteca gendémica es la
representacion parcial o total de todo el conjunto de
ADN y se encuentra fragmentado en segmentos de
diferente tamaifio. Dado que secuenciar un genoma
completo implica un gran esfuerzo de
secuenciacién, asi como un intenso trabajo
bioinformético, en muchos proyectos genémicos se
busca tener una representacién mds reducida o
parcial del genoma. Es por esta razén que algunas
técnicas utilizan enzimas de restriccion que cortan
sitios especificos del ADN. Por ejemplo, la enzima
EcoR1, tiene dentro del genoma un sitio de
reconocimiento de 5 ‘GMNAATTC y 3°'CTTAANG y
corta el ADN en estas regiones. El tipo de enzimas
de restriccién que se utilizan en la elaboracion de
librerfas gendémicas es muy variable, en algunos
casos se incluye una, dos o mds enzimas. La
eleccion de las enzimas es muy importante porque
puede haber enzimas que no corten lo suficiente el
ADN vy por tanto se tendria una representacion del
genoma muy reducida. Por esta razén, antes de
construir una biblioteca gendémica se requiere hacer
pruebas con diferentes enzimas de restriccién. La
digestiéon del ADN con las diferentes enzimas, se
verifica a través de un gel de agarosa.

Existen diferentes tipos de bibliotecas gendmicas,
algunas técnicas o métodos realizan la digestién del
ADN mediante la sonicacién (frecuencia de
sonidos), a través de aparatos como el Bioruptor, el
cual corta el ADN en fragmentos de tamaifios espe-
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cificos dependiendo el nimero de ciclos de
sonicacién que se programen. También se utilizan
enzimas de restriccion para la digestion del ADN,
por ejemplo en la técnica de RADseq (Restriction-
site Associated DNA sequencing, Baird et al.,
2008) y GBS (Genotyping by Sequencing, Elshire
et al., 2011) se usa una enzima. Ademads, existen
otras MIG-seq (Multiplexed ISSR
genotyping by sequencing, Suyama y Matsuki,
2015) que no utilizan enzimas; esta técnica emplea
cebadores ISSR para amplificar
regiones de ADN y a partir de ellas construir las
bibliotecas genémicas.

El método de RADseq ha sido uno de los mas
utilizados, y existen diferentes variantes como
ddRAD (Double Digested RADseq, Peterson et al.,
2012) en el cual se utilizan dos enzimas de
restriccion, ezZRAD que usa una o varias enzimas
(Toonen et al., 2013), hyRAD (Suchan et al., 2016) y
nextRAD (Fu et al., 2017). A continuacion se
describen los pasos bésicos en la construccién de las
bibliotecas con el método ddRAD. En el primer paso,
se realiza la fragmentaciéon del ADN (Figura 1a),
para lo cual se utilizan dos enzimas de restriccidn,
que cortan el ADN en sitios especificos. En el caso
de la quimica de Illumina, una vez que se ha
fragmentado el ADN, se utilizan adaptadores
disefiados para esta plataforma que son ligados a
cada uno de los fragmentos (Figura 1b). Este
adaptador es una secuencia de ADN que incluye 1)
una secuencia complementaria que se localiza en la
plataforma del secuenciador, 2) una etiqueta o cédigo
de barras que identifica a cada muestra y 3) una
ultima regién que se va a ligar al ADN de la muestra.
Para obtener informacién mds detallada sobre la
quimica de Illumina se recomienda visitar la
siguiente pdgina https://www.youtube.com/watch?
v=fCd6B5SHRaZ8. Una vez que las muestras estin
etiquetadas individualmente se colocan todas en un
mismo tubo para continuar con la seleccién de
tamafio de los fragmentos a ser secuenciados . Los
fragmentos seleccionados van desde los 200 - 600 pb
(Figura 1c), para realizar este proceso, se usan geles
de agarosa diseflados para correrse en equipos como:
Pippin Prep y E-Gel Size-Select System, o un
analizador de fragmentos. Finalmente a través de
PCR se incrementa la concentracion de los
fragmentos (Figura 1d),
cuantificacién de la biblioteca genémica y se procede
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con la secuenciacion.
Analisis de datos

Una vez obtenidos los datos de las secuencias o
lecturas (también llamadas reads en inglés) éstos
requieren procesarse. La cantidad de datos puede ir
desde pocos millones de secuencias hasta cientos
de millones. El procesamiento de los datos debe
hacerse generalmente a través de un cluster, el cual
es un sistema que incluye varias computadoras
unidas entre si, generalmente por una red de alta
velocidad. Cuando la cantidad de datos es menor,
es posible hacer los andlisis a través de una
computadora personal. La mayor parte de los
programas para el andlisis de datos estin en un
sistema operativo de Linux o Unix, y en ocasiones
en Windows. También existen programas que se
pueden utilizar en linea, por ejemplo en la
plataforma Galaxy (https://usegalaxy.org/). Esta
plataforma estd disponible en linea y es de acceso
gratuito para el procesamiento de datos masivos
gendémicos y transcriptomas (RNA mensajero).
Galaxy incluye numerosos programas para el
andlisis de datos, evitando la necesidad de
instalarlos en una computadora, no requiere del uso
de c6digo sino que se pueden utilizar a través de
ventanas.

La informacién de las secuencias comuinmente
viene en un formato llamado Fastq, el cual es un
formato basado en texto para almacenar una
secuencia de ADN Yy la respectiva calidad de cada
nucleédtido. La calidad se mide a través del Phred
score 0 Q, el cual se define como una propiedad
que estd relacionada logaritmicamente con las
probabilidades de error de las bases (P) y los
valores se encuentran en cddigo ASCII. Por
ejemplo, un Phred score de 10 indica que las
probabilidades de error es 1 en 10, es decir el 90%
de precision. El valor de calidad minimo aceptado
es de 20, es decir 1 en 100 la probabilidad de error
o bien el 99% de precision.

A continuacién, se mencionan los pasos bdsicos en
el andlisis de variantes genéticas (Figura 2).
Primero, las muestras se separan de acuerdo al
c6digo de barras (demultiplex), es decir, las
secuencias con el mismo cédigo de identificacién
(que corresponden a una especie o muestra
particular) son integradas en un sélo archivo.
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Enseguida se realiza la visualizacién de la calidad
de las secuencias, a través de programas como
FastQC (Andrews, 2010). Los
obtienen en un archivo html, el cual incluye
graficas para la visualizacion de diferentes
pardmetros, por ejemplo calidad de las secuencias
por nucledtido, presencia de adaptadores, tamafio
de las secuencias, entre otros. El segundo paso
consiste en la edicién de las secuencias, se pueden
utilizar programas como Trimmomatic (Bolger et
al., 2014) y Cutadapt (Martin, 2011), los cuales
recortan las lecturas y quitan adaptadores. Entre las
principales ediciones que se hacen, incluye la
eliminacion de nucleétidos de mala calidad, de
adaptadores y de fragmentos mds pequefios, por
ejemplo menores a 50 bp. Una vez editadas las
secuencias, el siguiente paso es 1) alinear con un
genoma de referencia o 2) realizar los ensamblados
de novo. En el primer caso, se requiere tener un
genoma de referencia de la misma especie de la
muestra analizada o bien de una especie
cercanamente relacionada. En el segundo caso, se
realiza la unién de fragmentos contiguos de ADN
para reconstruir la secuencia original del ADN.
Existen multiples programas para hacer estos
ensamblajes, entre los mas utilizados son aquellos
que utilizan las graficas de Bruijn. En estas
gréficas, los nodos son las secuencias y las ligas de
los nodos describen secuencias que se traslapan.
Entre los programas o ensambladores que utilizan
estos algoritmos, se encuentran Velvet (Zerbino y
Birney, 2008) y SPADES (Bankevich et al., 2012),
entre otros. SPADES es uno de los programas més
utilizados y el que genera mejores ensamblados. La
calidad de un ensamblado se puede evaluar con
diferentes pardmetros, uno de los mds comunes es
el tamafo del contig. Un contig es la unién de las
lecturas contiguas (mientras que a la unién de
contigs se le conoce como scaffolds). Entre mas
grandes sean los contigs, el ensamblado es de
mejor calidad, dado que se
reconstruccion mds completa del genoma. Existen
programas que la calidad de los
ensamblados, uno de ellos es  Quast
(http://cab.cc.spbu.ru/quast/). El tercer paso es el
llamado de las variantes genéticas, es decir, se
extraen aquellos sitios que son variables entre las
muestras. Este andlisis se puede realizar con el
software mpileup de samtools (Li, 2011), el cual
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también se puede encontrar en la plataforma
Galaxy. El archivo que incluye los sitios variantes,
puede convertirse a un formato vcf (variant call
format, por sus siglas en inglés). Este, es un
archivo de texto que contiene metadatos de los
sitios variantes o SNP (single
polymorphism), asi como informacién detallada de
la calidad del genotipo, frecuencia alélica y
profundidad del SNP (es decir, cuantas repeticiones
por nucledtido existen para esa variante genética),
asi como otras caracteristicas. Los archivos vcf,
pueden utilizarse para estimar distintos pardmetros
de diversidad genética, flujo génico asi como para
construir drboles filogenéticos, en andlisis de
ordenamiento (por ejemplo PCAs) y estudios
filogeogréficos (donde se analiza la importancia de
factores histéricos como geoldgicos y ambientales
en relacion a los datos de las variantes genéticas).
A su vez, existen softwares que procesan los datos
crudos de las muestras y realizan todos los pasos en
conjunto (no requiere utilizar los programas por
separado), a partir de la edicién de las secuencias,
ensamblado y llamado de variantes. Entre los
programas mds utilizados se encuentran ipyrad
(Eaton y Overcast, 2020) y stacks (Catchen et al.,
2011, Catchen et al., 2013).

nucleotide

Aplicaciones y ramas de la genémica

La genémica nos ha permitido conocer la
estructura de genomas completos, detectar
diferencias o variaciones y a la par identificar un
gran ndmero de genes presentes en diferentes
grupos de seres vivos. Entre las ramas de la
gendmica se encuentra la genémica comparativa, la
cual permite realizar estudios comparativos entre
especies cercanas y lejanamente emparentadas,
aportando informacién sobre similitudes 'y
diferencias del genoma, su historia evolutiva y los
procesos (como  mutaciones,
duplicaciones de genes, rearreglos cromosomales,
entre otros). Por ejemplo, determina la
funcionalidad del genoma 'y ayuda al
reconocimiento de determinantes de virulencia de
organismos patégenos como algunos virus y
bacterias (Primrose y Twyman, 2003).

El estudio de la funcionalidad de los genes, ademés
de la informacién evolutiva que proporcionan,
tiene multiples aplicaciones desde agronémicas

involucrados
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(como el mejoramiento genético de cultivos), hasta
médicas (como el desarrollo de vacunas y conocer
las causas de enfermedades, por ejemplo el cdncer
y la hipertensioén). La farmacogendémica estudia la
asociacion entre la respuesta a farmacos respecto a
los datos genémicos y protedmicos. Ayuda a
desarrollar farmacos O6ptimos con base en la
variacion genémica individual, ya que esta
variacion es la causante de altas tasas de fracaso de
nuevos farmacos candidatos durante la etapa de
ensayos clinicos (Primrose y Twyman, 2003).

Otra rama de la gendmica es la filogenémica que es
utilizada en el estudio de las relaciones evolutivas
entre especies cercanas y en niveles taxondmicos
superiores. Por ejemplo, el genoma completo de
cloroplasto es utilizado para reconstruir historias
evolutivas empleando métodos filogenéticos. Por
su parte, la genémica de poblaciones se enfoca en
el analisis de secuencias o variantes (SNPs),
obtenidas mediante la secuenciacién masiva, para
responder preguntas particulares de la diversidad
genética y adaptativa de poblaciones de especies
silvestres y cultivadas; cuya informacién puede ser
util en la conservacién bioldgica. La gendmica
también se aplica en el estudio de comunidades
completas de microorganismos, mediante la
metagenémica.

El término metagenoma consiste en dos palabras:
genoma, que es la secuencia de ADN, y meta, que
implica que se estdn analizando para muchos
organismos al mismo tiempo (Segre, 2022). Este
enfoque o método se utiliza cuando estudiamos
comunidades de microorganismos (i.e. bacterias,
virus, eucariotas) donde no podemos separarlos
unos de otros de manera eficiente. La
metagenémica permite el estudio de todos los
microorganismos, independientemente de que sean
o no cultivables, aportando conocimiento de las
especies presentes y de las funciones que realizan
en su hdbitat natural (Coughlan et al., 2015). Las
secuencias de fragmentos del genoma o genes se
obtienen directamente de una muestra ambiental
como agua, aire o sedimentos y sustratos, asi como
los intestinos humanos o de otra especie. Las
muestras se procesan en
tecnologia de secuenciacién masiva de segunda o
tercera generacion, ya sea dirigida a un gen o a
muchos.

La metagendémica funcional se basa en identificar

instrumentos con
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genes y su expresion, lo que puede aplicarse al
descubrimiento de nuevas proteinas de interés
alimentario, farmacéutico o industrial codificadas
por los genes de microorganismos previamente
inaccesibles (Coughlan et al., 2015). Otra
aproximacion de la metagendmica es el metacodigo
de barras o metabarcoding, el cual permite la
identificacién de mudltiples taxones presentes en
una misma comunidad. Esta aproximacién es
altamente relevante en estudios de estimacion de la
diversidad y facilita el reconocimiento de nuevos
taxa (Cristescu, 2014).

Por otro lado, en la biologia molecular, el término
Omica se utiliza como sufijo para referirse al
estudio de la totalidad o del conjunto de moléculas.
Entre ellas, ademds de la genémica, se incluye a la
transcriptémica  (Figura 3) que  estudia
especificamente las moléculas de ARN mensajero,
es decir las regiones codificantes, y es posible
evaluar qué genes se expresan en condiciones
especificas. Por ejemplo, en la interaccion entre los
organismos (especies) y su entorno (bidtico,
abidtico). Por otro lado, la proteémica analiza las
protefnas producidas por una célula asi como sus
interacciones y perfiles de expresion. Y finalmente,
la metabolémica, analiza el perfil metabdlico de
una muestra, de forma cuantitativa y cualitativa.
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Anexos

a) Digestion de ADN con dos enzimas

ADN 6mico ===

= Sitio de restriccion frecuente
= Sitio de restriccion infrecuente

Fragmento genémico

b) Ligacion de adaptadores y cédigo de barras

= Adaptador P1

=Codigo de barras

=Adaptador P2

¢) Seleccion de tamaiio de fragmentos

,
200 pb

d) Amplificacion de los fragmentos

1
400 pb

0
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(Poolde secuencias)

Separacion de muestras
por etiqueta (barcode)

— HEE
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Visualizacion de la calidad (FastQC)
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Edicion de las secuencias (Trimmomatic)

Ensamblado de novo (SPADES) / \ Alineacion de secuencias con genoma

ACGTATG

de referencia (BWA)
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Evaluacion de la calidad del ensamblado (QUAST)
Llamado de variantes genéticas o SNPs (Mpileup)
GTATGAGATCATGATTAG Namero de
GTATGAGAACATGATTAC lecturas por
GTATGAGATCATGATTAG sition=4
GTATGAGAACATGATTAC  Cobertura 4x

Figura 1. Flujo de trabajo para la preparacién de bibliotecas
genémicas con el método ddRAD. Modificado de Peterson et
al., 2012 y Lépez de Heredia, 2016.

Gen

ARN mensajero Proteina

Figura 2. Flujo de trabajo para el llamado de variantes
genéticas.

Metabolito

Genomica Transcriptomica Proteémica Metabolomica

s

Figura 3. Se muestran 4 de las principales disciplinas “6micas”
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