En las tltimas décadas, se han secuenciado por completo los genomas de
cientos de organismos vivos diferentes. La descodificacion de esta gran
cantidad de informacion genética promete desvelar los secretos moleculares
de la vida en nuestro planeta, asi como la base molecular de las enfermedades
humanas. Sin embargo, esto dista mucho de ser trivial, ya que en muchas
especies las secuencias que codifican las proteinas (es decir, los genes) solo
representan una pequefa fraccion de su genoma, mientras que el resto de las
secuencias no codificantes desempefian funciones reguladoras. Ademas,
dentro de los organismos multicelulares, el genoma se utiliza de forma
exclusiva en cada tipo de célula introduciendo modificaciones epigenéticas o
adoptando conformaciones tridimensionales particulares que pueden
afectar a la actividad y expresion de los genes sin cambiar las secuencias de
ADN subyacentes. A pesar de esta complejidad, los recientes avances en
diversas tecnologias omicasy de edicion del genoma han mejorado
notablemente nuestros actuales conocimientos sobre la funcion del genoma.
Por consiguiente, ahora estamos en una disposicion tinica para secuenciar,
analizar y modificar los genomas y, de ese modo, mejorar no solo nuestra
calidad de vida sino también la de nuestro planeta.

| VOLUMEN 3 | PALABRAS CLAVE

‘ genomica H epigenética H epigendomica H epitranscriptomica H arquitectura del genoma ‘

‘ edicién del genoma H genoma no codificante H medicina de precision H metagendmica ‘

‘ microbiota H estilo de vida H genomica medioambiental ‘

Los autores de este volumen sobre genoma y epigenética dedican esta
publicacién ala memoria de José Luis Gomez Skarmeta (1966-2020),
profesor de investigacién del CSIC en el Centro Andaluz de Biologia del
Desarrollo (CABD).
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CAPITULO1

RESUMEN

Nuestra capacidad para conocer los sistemas
bioldgicos se ve limitada por nuestra capacidad
para identificar, manipular y controlar la
informacidn genética. Sin embargo, en los
ultimos afios, los grandes avances técnicos han
ampliado nuestras capacidades para predecir,
influenciar y comprender la informacién
genomica en practicamente todos los
organismos vivos. La capacidad de identificar
las enfermedades y los rasgos genéticos y
epigenéticos deletéreos redefinira la
investigacion bioldgica y biomédica. Asimismo,
los posibles usos de esta revolucion técnicay
cientifica y la informacion que esta genere
tendréan consecuencias sobre el diagndstico y
tratamiento de las enfermedades y sobre el
proceso de adopcion de decisiones de biologia
reproductiva.
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RESUMEN EJECUTIVO

En las dos altimas décadas, hemos asistido a importantes avances tecnold-
gicos que han anunciado el advenimiento de la era gendmica. Ha habido
notables iniciativas a escala internacional que no solo nos han brindado lain-
formacién gendmica de muy diversas especies, sino que ahora también
de diversos individuos de una misma especie. El desarrollo de las técnicas
omicas (gendmicas, transcriptomicas, epigendmicas, proteémicas, metabo-
lémicas, etc.) también nos aporta varias capas de informacion que analizar.
Y, por ultimo, se ha producido un gran avance al materializarse la posibili-
dad de transformar practicamente cualquier genoma de cualquier especie
avoluntad gracias a la identificacion y popularizacion de las herramientas
de modificacién gendmica. Por lo tanto, actualmente estamos a punto
de ser capaces, por vez primera, de comprender a ciencia cierta la informa-
cién genomica y manipularla para la investigacion basica o aplicaciones
concretas.

En este capitulo, repasaremos el estado actual de los métodos disponibles para
analizar y modificar el genoma. Ademas, identificaremos cuales son los prin-
cipales desafios a los que nos enfrentamos en este ambito y que convendria
acometer en los proximos afios. Entre ellas, destacaremos la necesidad de im-
plantar y mejorar herramientas para extraery leer la informacién proceden-
te de los datos émicos, asi como para modificar el genoma.
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Por altimo, analizaremos los puntos fuertes y débiles del CSIC para la inves-
tigacidn en este ambito. E1 CSIC se halla en una posicion excepcional para con-
tribuir a este propdsito, gracias a su dilatada experiencia en ciencias muy di-
versas, desde la fisica hasta la biologia y desde la informatica hasta la quimica,
asi como en una amplia gama de modelos experimentales; y esta disposicion
tan multidisciplinar favorecera el desarrollo de las herramientas menciona-
das. Asimismo, nos consta que en el CSIC existen institutos y laboratorios es-
pecificos que son expertos y referentes mundiales en materias concretas que
resultan imprescindibles para entender el funcionamiento de estas tecnolo-
gias y mejorarlas aiin mas.

12 Meétodos para analizar y modificar el genoma
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1.1INTRODUCCION Y DESCRIPCION GENERAL

En el presente capitulo, expondremos nuestra percepcion actual y los desa-
fios que plantearan en el futuro las distintas herramientas de investigacion,
entre las que cabe destacar las siguientes:

e Lasestrategias computacionales y los procedimientos bioinformaticos
e Lasherramientas de modificacion genéticay epigenética
e Los nuevos métodos: por ejemplo, las tecnologias de célula inica

Uno de los mayores desafios que plantea la secuenciacion del genoma com-
pleto reside en la exactitud del ensamblaje de genes grandes y complejos, las
regiones repetitivas, y la anotacién y ensamblaje de todas las variantes gené-
ticas. Todos estos pasos resultan esenciales para analizar exhaustivamente
genomas completos, transcriptomas, epigenomas y la organizacion tridimen-
sional del genoma. Los métodos computacionales deben optimizarse para per-
mitirnos acceder de forma inmediata y sencilla a todos estos datos émicos.
Para que podamos comprender el funcionamiento de la biologia, la salud y la
enfermedad, es imprescindible definir las secuencias y marcas epigenéticas
funcionalmente importantes a partir de datos gendmicos y epigenémicos sin
procesar.

Para ser capaces de extraer informacion pertinente de conjuntos de datos de
tan magnas proporciones e interpretarlos, es preciso que se produzcan avan-
ces determinantes y radicales en los procedimientos bioinformaticos y com-
putacionales de los analisis gendmicos funcionales de alto rendimiento, las
tecnologias 6micas de célula inica y las metodologias de modificacion geno-
mica. Al mejorar e incrementar su exactitud, las tecnologias de modificacion
gendmica, de modificacidén genéticay epigenética de célulainica, y de obten-
cion de imagenes de superresolucion a escala de célula inica y organica nos
brindan oportunidades para cumplir el objetivo de hacer avances notables en
lainvestigacién genética en humanos y otros organismos (tanto modelos como
no modelos).

El progreso en las herramientas de modificacion gendémica esta revolucio-
nando la investigacion genética y ha supuesto un estimulo notable para el
avance de la genética humanay médica. La modificacion del genoma huma-
no pronto sera una realidad en la terapia clinica, sobre todo en el caso de los
tratamientos ex vivo. Ademas, estas herramientas de modificacion también
estan mejorando las anotaciones funcionales del genoma. La anotacion fun-
cional requiere conocer las funciones moleculares, celulares y organicas de
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todos y cada uno de los genes de un genoma; asi como comprender el con-
texto en el que los genes funcionan y reaccionan ante los desafios ambien-
tales, y larelacion entre la variacion genética, la epigenéticay, en ultima ins-
tancia, la fenotipica. La anotacidon del genoma humano y de los organismos
y microorganismos modelo y no modelo (por ejemplo, la microbiota) esta
ofreciendo oportunidades sin precedentes para la interpretacion bioldgica
de la actividad gendmica, la evolucién y la diversidad, entre otras cuestio-
nes. Hasta hace pocos afios, lo que ralentizaba la anotacion de los genes fun-
cionales era la disponibilidad de mutantes. La rapidez y la eficiencia de las
tecnologias de modificacion genémica estan potenciando nuestra capacidad
para interrogar a los genomas de cualquier organismo, lo que permite rea-
lizar estudios funcionales con una perspectiva evolutiva. Dichos estudios
pudieran incluir ahora especies que antes no se podian manipular genética-
mente. Asimismo, en algunos casos, pudieran permitirnos llevar a cabo este
tipo de experimentos de modificacidon génica a gran escala. Hasta la fecha,
el andlisis genético de los organismos no modelo ha revestido una gran com-
plejidad, hallevado mucho tiempo y se ha limitado a unas cuantas especies.
Sin embargo, a medida que se vayan secuenciando (asi como anotando y en-
samblando) los genomas de especies nuevas, las nuevas herramientas de mo-
dificacién gendmica seran aptas de inmediato para el analisis genético
funcional.

La plétora de especies que se analizaran en un futuro a corto plazo resultara
util para comprender varios procesos bioldgicos, entre los que se incluyen
la formacidn de patrones (diatomeas y Stentor), la morfogénesis ramifica-
da (Physcomitrella y Ashbya), la regeneracion (ajolotes e hidras), la plurice-
lularidad (Volvox), el desarrollo y la enfermedad humanos (organoides de-
rivados de iPS), el envejecimiento (kilis y ratopines), el cancer (perros, gatos
y ratopines), la complejidad de los ciclos vitales de los parasitos (imalaria),
las infecciones por coronavirus (organoides), la hibernacion (murciélagos),
la adaptacidn a la hipoxia y al frio (marmota), y desde el estrés salino (cul-
tivos) hasta el control de las plagas mas complejo mediante las estrategias
mas innovadoras de manipulacién genética dirigida.

Durante esta actual nueva era de la investigacion bioldgica, surgiran nuevas
herramientas de manipulacion gendmica —con toda probabilidad, guiadas
por el emparejamiento de bases de Watson y Crick— a partir de proyectos
metagendmicos, o dichas herramientas se disefiaran/mejoraran sintética-
mente mediante la intervencion de la inteligencia artificial (IA). Por tanto,
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dada la multitud de procesos que se analizaran de novo por primera vez, es
probable que asistamos a una explosion de hitos bioldgicos y avances técni-
co-cientificos sin precedentes histoéricos, cuyo potencial transformador re-
sulta dificil de prever.

El proyecto Genome Project-write (GP-write) es uno de estos avances. El
GP-write generara ingenieria del genoma completo con estirpes celulares hu-
manas y otros organismos de relevancia para la agricultura y la salud publica.
El centro de interés del proyecto Human GP-write (HGP-write) consistira en
sintetizar genomas humanos en su totalidad o en parte, y su ambito de traba-
jo se circunscribira a las células y los organoides derivados. El objetivo prin-
cipal del GP-write residira en ampliar las herramientas de ingenieria genéti-
ca disponibles y en generar informacion que vincule la secuencia de bases de
nucledtidos del ADN con sus propiedades fisioldgicas y comportamientos fun-
cionales para estudiar sus aplicaciones en el ambito de la sanidad, la energia,
la agricultura o la biorreparacion. Para poder descifrar la informacion codifi-
cada en el genoma y el epigenoma y manipular esta informacion con preci-
sidn, se requieren tecnologias que trabajen a escala de célula iinica y a escala
genomica en células tinicas. Dichas tecnologias revolucionaran la capacidad
de traducir la informacidon genémica en una medicina y una asistencia sani-
taria precisas y personalizadas, asi como de manipular el contenido del geno-
ma para definir y conocer el funcionamiento de los genes, las redes genéticas
y las interacciones genético-ambientales.

El uso de nuevas herramientas de modificaciéon genémica —tales como
CRISPR-Cas9, TALENS y las nucleasas con dedos de zinc (ZFN, del inglés
zinc finger nucleases)— para la manipulacion de genomas de célula tinica su-
pondra un desafio considerable, ya que puede aportar informacién trascen-
dental sobre la capacidad por parte de una sola célula de influir sobre las cé-
lulas adyacentes dentro de los mismos tejidos, en otros tejidos o en el
contexto de todo el organismo.

Las tecnologias de célula inica se estan convirtiendo en una herramienta
esencial en los estudios bioldgicos. Estas técnicas nos estan brindando la
oportunidad de estudiar la heterogeneidad celular y de desenmascarar po-
blaciones celulares que antes estaban ocultas. Las tecnologias de célula tini-
ca, unidas alas técnicas de obtencidén de imagenes en alta resolucion —tales
como la superresolucidn, la espectrometria de masas y la secuenciacion pro-
funda— permitiran analizar, identificar y dar a conocer subtipos celulares y
tipos de células poco habituales para estudiar en profundidad la biologia y
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anatomia patoldgica de las células y los 6rganos. Estas tecnologias poseen
el potencial de revelar los cambios dinamicos que se producen continua-
mente en el tipo/estado de las células alo largo de procesos bioldgicos como
la diferenciacidn, la respuesta inmunitaria o la extensién del cancer. No obs-
tante, los métodos de célula inicay gendmicos de célula tinica también plan-
tean una serie de desafios y limitaciones. Por ejemplo, estan apareciendo
una serie de metodologias de epigendmica de célula tinica, pero ain no se
sabe con claridad cudl sera todo su potencial. La elaboracion de perfiles epi-
genomicos de célula inica de células cancerosas, combinada con otros mé-
todos de modificacion génica y analisis gendmico (secuenciacion ATAC, CU-
T&Tag o scTrio-seq), revolucionara el analisis epigenético y también puede
ser util para modificar células poco habituales, como es el caso de las célu-
las madre cancerosas y las células metastasicas. Hay que desarrollar mode-
los animales validados junto con plataformas de modelos in vitro que ofrez-
can la oportunidad de investigar las interacciones multicelulares y los
procesos dinamicos de varios pasos.

En este sentido, la tecnologia de érganos en chips (OOC, por las siglas en in-
glés de organ-on-a-chip) ha evolucionado a partir de una combinacion de va-
rias plataformas tecnoldgicas para solventar las dificultades de los modelos
convencionales de evaluacidon de farmacos. Los cultivos de organoides supu-
sieron un gran hito en el cultivo in vitro de células tumorales de pacientes y se
estan convirtiendo en la herramienta mas atractiva como plataforma de cri-
bado in vitro.

A continuaciéon resumimos los principales desafios que podemos prever, que
desarrollaremos con mayor detalle en las siguientes secciones:

Desafios de las herramientas de modificacién gendmica:

i. Los métodos tienen que ser solidos, con una elevada eficacia y escasos
efectos colaterales.

ii. Mas alla de la modificacion génica mediante CRISPR: se estan
dedicando esfuerzos a desarrollar sistemas de modificacion genémica
mas innovadores y seguros.

iii. Esnecesario que las metodologias permitan modificar cualquier locus,

independientemente de su posicidn, estructuray secuencias

adyacentes, asi como en células aisladas o en el organismo en células
somaticas y de la estirpe germinal.
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Implantacion de nuevos métodos:

i. Manipulacidn precisa del contenido genémico de cualquier célula, in
vivoy en cultivo celular.

i. Herramientas bioinformaticas potentes para interpretar la informacion
almacenada en los genomas, asi como el efecto de la manipulacion para
promover la investigacion sobre la biologia animal y humana, el
comportamiento, enfermedades como el cancer, los trastornos
metabolicos, las enfermedades degenerativas y la longevidad.

ii. Lacombinacion de cultivos de organoides con desarrollos novedosos en

el ambito de la obtencién de imagenes en directo, la ingenieria genética

y los materiales bioldgicos representa una proeza que, en un futuro

muy cercano, influira en nuestra forma de estudiar el desarrollo

humano y de tratar las enfermedades humanas.

1.2 REPERCUSIGN SOBRE EL PANORAMA
DE LA CIENCIA BASICA Y LAS POSIBLES APLICACIONES

Laposibilidad de leer con precision, analizar, interpretar y, por tltimo, contro-
lar a voluntad el genoma y el epigenoma de cualquier organismo parece facti-
ble en un futuro cercano. La adquisicion y el posterior desarrollo de dichas ca-
pacidades daran lugar a una revolucion técnica y cientifica trascendental que
afectara por igual a las ciencias basicas y a las aplicadas. Asimismo, suscitaran
inquietudes éticas sobre la posible utilidad de esta informacion genéticay su
manipulacidén para tomar decisiones terapéuticas, asi como para identificar —y
eliminar— rasgos genéticos deletéreos en las fases embrionarias iniciales. Esto
altimo solo sera posible tras mejorar los métodos actuales y decidir si conven-
dria modificar las leyes que actualmente prohiben, en Espafiay en muchos otros
paises, la modificacion irreversible del genoma de un embrion humano.

Los investigadores basicos se beneficiaran enormemente de estos avances en
lagendmicay la epigenémica para adquirir indicios e informacién nuevos que
ayudaran a conocer los procesos bioldgicos en mayor profundidad y con ma-
yor exhaustividad. Seremos capaces de lo siguiente: interrogar genomas com-
pletos y, ademas, buscar y hallar por medios informaticos los genes o las se-
cuencias genéticas con una mayor probabilidad de estar implicados en el
control de procesos especificos o patoldgicos; extraer informacion valiosa de
las variantes naturales existentes; y analizar y predecir como hacen el entor-
no y las experiencias para controlar la informacion genética e influir sobre
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ella, tanto a escala de las secuencias de ADN como de la epigenéticay de la or-
ganizacidn tridimensional de la cromatina. Conocer y entender esta informa-
cion genética nos ayudarad a dilucidar como se traducen las variantes genéti-
cas y epigenéticas en cambios en el funcionamiento, el rendimiento y el
comportamiento de proteinas especificas, ARN no codificantes o su interac-
cion. Es importante sefialar que la posibilidad de secuenciar el genoma com-
pleto de un animal o una persona a costes cada vez mas asequibles pudiera co-
mabinarse con la modificacién gendmica o epigendmica precisa, lo cual sera
fundamental para el desarrollo de una medicina personalizada y de precision.
La capacidad para demostrar la causay el efecto también revolucionara y guia-
ra los tratamientos personalizados. Asimismo, las técnicas de célula tinica y
de alta resolucion ampliaran el conocimiento actual de varios procesos biolé-
gicos o enfermedades, lo cual nos ayudara a entender las dindmicas y la hete-
rogeneidad bioldgicas que se dan de forma natural y patoldgica. Por lo tanto,
estos avances tecnoldgicos nos permitiran analizar en detalle procesos que
hace tan solo unos afios apenas podiamos vislumbrar.

La mejora de las tecnologias gendmicas y epigendmicas y el analisis con una
resolucion de célula inica ampliaran estas capacidades a practicamente cual-
quier organismo, no solo alos modelo. De este modo, con las nuevas tecnolo-
gias pudieran reformularse y abordarse cuestiones bioldgicas nuevas y anti-
guas. Por ejemplo, la modificacion gendmica mediada por CRISPR/Cas9 ya se
haaplicado con éxito en muy diversos taxones de animales, de hongos, de plan-
tas y de microorganismos (EIMounadi et al., 2020; Lee et al., 2020; Schuster
y Kahmann, 2019; Sun et al., 2017; y Zhang et al., 2018).

Ademas, los nuevos desarrollos permiten ahora manipular las regiones regu-
ladoras del genoma, el epigenoma y el genoma no codificante; identificar las
interacciones de la cromatina; y etiquetar loci especificos para obtener ima-
genes de células vivas y analizar el genoma (Pickar-Oliver y Gersbach, 2019).
La informacién de las interacciones fisicas entre los loci y otras regiones ge-
nomicas loaclizadas distalmente, que se obtiene a través de las interacciones
de la cromatina de largo alcance, también resulta esencial para entender las
dinamicas de la organizacion tridimensional de la cromatina durante la dife-
renciaciony en respuesta a la proliferacion, a los factores de diferenciacion y
alas hormonas (Gutiérrez et al., 2019). El mapeo sistematico de las interac-
ciones de las proteinas y la ARN-cromatina (Sridhart et al., 2017) y la facili-
dad para adaptar las tecnologias a las pruebas de cribado del genoma (o epi-
genoma) completo conformaran una herramienta potente paralainvestigacion
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de fenotipos complejos. El uso generalizado de estas novedosas metodologias
también pondra a disposicion de la comunidad una enorme biblioteca de he-
rramientas de investigacion. Por ejemplo, el ya mencionado proyecto Geno-
me Project-write (GP-write) supondra uno de los muchos avances en esa di-
reccion. Este proyecto de investigacion internacional pretende minimizar el
coste de laingenieria gendmica a gran escala utilizando tanto la modificacion
gendmica como la sintesis a gran escala con estirpes celulares de varios orga-
nismos. Tanto la tecnologia desarrollada al amparo del proyecto GP-write
como las estirpes celulares constituiran un recurso muy valioso para la comu-
nidad. Otras propuestas internacionales semejantes aportaran una solida re-
serva de variantes genéticas para la investigacion.

En cuanto a las posibles aplicaciones de dichas herramientas, la inica limita-
cion reside en laimaginacion de los investigadores. La mejora de las metodolo-
gias de analisis del genoma nos ayudara a comprender la salud y las enfermeda-
des humanas; la forma en que las plantas repercuten sobre el medioambiente y
se adaptan a él; lainteraccion entre el huésped y los patdgenos; la biologia de la
microbiota en el suelo y el intestino; y la aparicion y evolucién de nuevas enfer-
medades como el SARS, el MERS y la pandemia por la COVID-19. La facultad
de predecir y controlar la informacién genémica y epigendmica dependera de
nuestra capacidad para modular el genoma con precision, lo cual ofrece posibi-
lidades prometedoras en lo referente a la reparacion o el restablecimiento de la
actividad genética asociada a determinadas enfermedades (Doudna, 2020; Pic-
kar-Oliver y Gersbach, 2019); 1a edicion del microbioma (Menchaca et al., 2020);
la creacion de cultivos mejorados mediante modificacion genética (Doudna,
2020); y la mejora de los tratamientos veterinarios, lo cual repercutira positi-
vamente sobre el bienestar y la salud de los animales de compafiia y el ganado
(Menchaca et al., 2020); entre otras oportunidades. Asimismo, facilitara la ge-
neracion de animales mutantes para comprender los procesos bioldgicos y crear
modelos de las enfermedades humanas. Estas aptitudes también requeriran
acuerdos internacionales para actualizar las normas éticas que regulan la inves-
tigacidon en gendmica, que deberan tener en cuenta los posibles riesgos y bene-
ficios parala sociedad humanay el medioambiente.

En general, estamos asistiendo a la aparicién de nuevas herramientas que au-
mentaran drasticamente nuestra capacidad para descifrar y modificar la in-
formacidn genética y epigenética, lo cual revolucionara indudablemente va-
rios campos de investigacion que se trataran con mayor detalle en los
siguientes capitulos.
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1.3 PRINCIPALES PUNTOS PROBLEMATICOS

1.3.1 Estrategias computacionales y procedimientos

bioinformaticos

Hacia una definicion mas exacta de lo que es un gen: desde que se acufié el
término gen hace mas de cien afios, su definicidon ha ido evolucionando para
adaptarse a nuestros conocimientos: desde la representacion inicial y abstrac-
tade unaunidad hereditaria empleada por Johannsen a principios del siglo XX,
pasando por la de «un gen, un ARNm, un polipéptido» de los afios 60 hasta el
concepto mas molecular de una secuencia localizada de nucledtidos del ADN
que codificaun ARN, independientemente de que se traduzca o no en uno o va-
rios polipéptidos. De este modo, el término gen se ha flexibilizado y su actual de-
finiciéon molecular se ha vuelto mas compleja. Uno de los mayores desafios en
materia de analisis bioinformatico consistira en adquirir la capacidad de detec-
tary definir genes a partir de una secuencia gendmica en bruto, y buscar y loca-
lizar sus elementos criticos (los puntos de activacion y finalizacion de la trans-
cripcidn, los intrones y exones, y los elementos reguladores), lo cual se complica
aun mas en el caso de los genes anidados y de los genes comprendidos por va-
rios genes no codificantes y elementos genéticos mdviles. Estos andlisis deben
posibilitar la descripcion de todas las variantes de ARN producidas por cual-
quier gen, predecir su(s) secuencia(s) codificante(s) (en el caso de los ARNm),
sus estructuras (en el caso de los ARN estructurales) o sus funciones (en el caso
de los ARNm y los ARN no codificantes [ARNnc]).

Hacia la creacion de herramientas que mejoren el conocimiento sobre el
control de la expresidn génica: las reacciones del sistema biolégico depen-
den en gran medida de cémo se regulen los distintos loci gendmicos de forma
intrinseca y en respuesta a los estimulos ambientales. Por consiguiente, re-
sulta esencial desarrollar nuevas herramientas que nos permitan —a partir de
los datos genomicos en bruto— no solo extraer las secuencias reales de los ge-
nes, sino también predecir cdmo estos pudieran regularse. La informacion so-
bre la secuencia se debera complementar con una caracterizacion total de las
proteinas de la cromatina y sus modificaciones. El desarrollo y la combina-
cién de técnicas que abarcan todo el genoma como, por ejemplo, ChIP-seq,
ATAC-seqy BiSseq, nos estan ayudando a catalogar las proteinas de la croma-
tina y sus modificaciones. El desarrollo de analisis computacionales novedo-
sos para estos datos permite segregar esta complejidad en un nimero discre-
to de estados de la cromatina que, a su vez, revelan cémo la cromatina dirige
funciones tales como la transcripcion y el ARN, el procesamiento y, algo que
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es crucial, la contribucién de la biologia de la cromatina a la enfermedad. Los
nuevos métodos con resolucion de célula inica pudieran discriminar atin mas
los estados transcripcionales entre células individuales (véanse los capitu-
los 4 y 5 para conocer mas detalles sobre estos temas).

Hacia un anadlisis de datos gen6micos en tiempo real potenciado por he-
rramientas bioinformaticas faciles de usar: el uso de herramientas bioin-
formaticas se esta extendiendo rapidamente en la investigacion bioldgica 'y
biomédica. Sin embargo, su uso presenta limitaciones profundas. En primer
lugar, los experimentos émicos generan una cantidad ingente de informacion
que hay que almacenar de forma segura, en un formato y un soporte que se
puedan recuperar de forma rapida y sencilla. Con esta pronunciada y cons-
tante acumulacion de datos, dichos experimentos requeriran una mejora del
hardwarey el software en los préximos afios, y estos avances deberian prove-
nir esencialmente de los ingenieros informaticos. En segundo lugar, una de
las restricciones de muchas herramientas bioinformaticas consiste en que re-
quieren una pronunciada curva de aprendizaje. Aunque algunas herramien-
tas son faciles de conseguir y de utilizar, muchas de ellas estan en desarrollo
continuo y requieren unos profundos conocimientos informaticos. En el fu-
turo, prevemos que esos métodos y estas herramientas de software evolucio-
naran hacia opciones mas eficientes y flexibles, asi como a protocolos mas fa-
ciles de usar, gracias a lo cual se propagara el uso de herramientas
bioinformaticas en la investigacion. Estos temas se trataran exhaustivamen-
te en el capitulo 2.

1.3.2 Herramientas de modificacion genomica

Hacia métodos consistentes, eficientes y especificos: las herramientas de
modificacion genomica deben ser muy eficientes y especificas, y lo ideal es que
sus efectos colaterales sean escasos o nulos. Estos son los principales desafios
alos que nos enfrentamos en la actualidad en lo relativo a la modificacion ge-
nomica eficiente, y se estan dedicando muchos esfuerzos a labusqueda de so-
luciones. La mejora de estos aspectos requiere un conocimiento mas profun-
do de los procesos de reparacion del ADN, ya que la modificacién gendmica se
basa en engafiar a la célula para alterar secuencias gendmicas concretas du-
rante tales procesos. Se ha propuesto o se esta produciendo un sinfin de mo-
dificaciones de las tecnologias CRISPR/Cas para modificar el sistema con el
fin de aumentar su eficacia y/o consistencia. Estas modificaciones son muy di-
versas, y entre ellas se incluyen las del propio sistema CRISPR/Cas9 original
(Kleinstiver et al., 2016), la fusidon con proteinas especificas de reparacion del
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ADN (Charpentier et al., 2018; Jayavaradhan et al., 2019; y Rees et al., 2019),
y lamanipulacién temporal de los procesos de reparacion (Jinek et al., 2013;
Wienert et al., 2020; y Xu et al., 2020a). Asimismo, actualmente se ha enfati-
zado mucho el desarrollo de nuevas herramientas, ya sea mediante la busque-
da de nuevos sistemas de modificacion gendmica naturales y mas eficientes
(véase mas adelante) o mediante la alteracidn directa in vitro de las enzimas
de modificacién gendmica, como sucede al crear derivados de CRISPR/Cas9
que no rompen el ADN (Anzalone et al., 2019; y Komor et al., 2016).

Mas alla de 1a modificacion génica mediante CRISPR: antes de la aparicion
de la tecnologia de CRISPR/Cas9 (Jinek et al., 2012), se implantaron otros
meétodos, como es el caso de las proteinas con dedos de cinc (ZNF) o las nu-
cleasas TALEN, para la modificacion genética (Xu et al., 2020b). Todos ellos
tienen en comun la explotacion de herramientas de biologia molecular ya
disponibles en la naturaleza o derivadas de nuestros conocimientos sobre el
funcionamiento de algunas proteinas nucleares. Por lo tanto, es previsible
que en los proximos afios descubramos nuevas opciones con solo buscar en
distintos organismos. De hecho, ya se utilizan alternativas a la enzima Sp-
Cas9 modificada de Streptococcus pyogenes que se emplea de forma mas ge-
neralizada (Jinek et al., 2012; y Kleinstiver et al., 2016). Se han detectado pro-
teinas Cas9 mas cortas, procedentes de Staphylococcus aureus (SaCas9),
Neisseria meningitidis (NmCas9), Streptococcus thermophilus (St1Cas9) o
Brevibacillus laterosporus (BlatCas9), que se han aplicado con éxito parala
modificacion génica (Xu et al., 2020b). Ademas, a partir de otras bacterias, se
han aislado ortélogos de esta familia de proteinas que también se pudieran
aplicar a tal efecto. Aparte de los distintos ortologos de Cas9, también se han
descubierto otras proteinas Cas, entre las que se incluyen la Cpfl (CRISPR
de Prevotellay Francisella 1, también conocida como Casl2a), y las diversas
variantes de Casl3 y Casl4 (Abudayyeh et al., 2016; Konermann et al., 2018;
Strecker et al., 2019; y Zetsche et al., 2015), algunas de las cuales propician
nuevas aplicaciones innovadoras como es el caso del diagndstico genético
(Gootenberg et al., 2017). Ademas, se ha propuesto que otras enzimas no re-
lacionadas con las proteinas Cas, como es el caso de las enzimas CasX, pudie-
ran llevar a cabo la modificacion genémica guiada por ARN (Liu et al., 2019).
Asi pues, la incorporacion de enzimas del tipo Cas9 alternativas o incluso la
deteccion de sistemas completamente nuevos para llevar a cabo la modifica-
cion génica daran lugar en un futuro cercano a una infinidad de herramien-
tas de modificacion gendmica con capacidades distintas.
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Hacia unas herramientas de modificaciéon gendmica mas flexibles y gene-
rales: las metodologias deberian posibilitar la modificacién de cualquier loci,
independientemente de su posicidn, estructura y secuencias adyacentes, asi
como en células somaticas o de la estirpe germinal de organismos enteros.
Uno de los mayores desafios paralas herramientas de modificacion génica ha
sido ampliar su campo de aplicacién mas alla del cultivo de células in vitro, de
forma que resulten ttiles en aplicaciones médicas y para la creacidon de orga-
nismos modificados genéticamente (Doudna, 2020; Lee et al., 2020; Mencha-
caetal, 2020; Seruggia et al., 2015; Sun et al., 2017; Xu et al., 2019; y Zhang et
al., 2018). En vista del desarrollo y las ventajas que aportan las tecnologias de
modificacion gendmica, en los tltimos afios ha aumentado considerablemen-
te el nimero de estudios en los que se emplea la modificacion genémica para
mejorar los cultivos horticolas. La combinacion de esta tecnologia de modifi-
cacidon gendmica en rapido avance con los cruces genéticos aumentara en gran
medidala produccidn yla calidad de dichos cultivos (Xu et al., 2019). En orga-
nismos modelo como la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster),la capa-
cidad por parte de los investigadores para disefiar modificaciones del genoma
dirigidas en estudios de genes y elementos genéticos se ha visto transforma-
da significativamente por la generacién de moscas transgénicas que expresan
las variantes Cas9 y Cas9 modificadas (Gratz et al. 2013; y Ewen-Campen et
al. 2017) y de transgenes a fin de expresar ARN guia sintéticos (ARNgs) para
la interrupcidn, eliminacion o activacion de los genes. En un futuro cercano,
se dispondra de herramientas que permitan realizar modificaciones genomi-
cas en animales de forma cada vez mas precisa (Lino et al., 2018). No obstan-
te, las herramientas de modificacidon gendmica siguen sufriendo de un com-
ponente secuencia-contexto muy acusado que limita las secuencias que se
pueden delimitar de forma eficiente. Por ello, habra que poder relajar o rom-
per dichas restricciones con el fin de modificar cualquier secuencia dada, in-
dependientemente del contexto gendmico. En este sentido, también sera per-
tinente el desarrollo de nuevos métodos bioinformaticos para mejorar el
disefio y la seleccion de guias de ARN tinicas y mas eficientes que se emplea-
ran en combinacién con las tecnologias de CRISPR-Cas (Oliveros et al., 2016;
y Torres-Pérez et al., 2019).

1.3.3 Nuevos métodos de andlisis y visualizacion del genoma

Cultivos tridimensionales y de organoides: un organoide es una estructura
tridimensional derivada de células troncales y contiene tipos celulares de érga-
nos especificos que se autoorganiza y se asemeja a la caracteristica fisiologica
de dicho drgano (Clevers, 2016; y Yin et al., 2016). La importancia de estos
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cultivos de érganos en placas es que pueden recapitular y, con el tiempo y al ir
mejorando, simular el microambiente natural de un érgano, lo que permite a
los investigadores plantear preguntas mas complejas sobre el funcionamiento
del (epi)genoma humano durante el desarrollo o en reaccién a diversos estimu-
los. Ademas, en la investigacion biomédica, tienen el potencial de crear mode-
los mas exactos de las enfermedades humanas mediante células troncales plu-
ripotentes derivadas de pacientes (Yin et al., 2016) o, en el futuro, de ser una
fuente de drganos para trasplantes en la medicina regenerativa. Los organoides
humanos también pueden superar las diferencias genéticas y de dosificacién
génica que a veces existen entre los humanos y los organismos modelo y que
pueden complicar el estudio de determinados trastornos humanos. Sin embar-
go, el verdadero desafio consiste en crear los propios organoides. Aunque en
el laboratorio se han creado con éxito organoides de varios organos, estos
carecen de la complejidad y organizacion de los drganos reales. Por lo tanto,
lamejorade los organoides supone un desafio importante en el futuro cercano.
Ademas, trabajar con los organoides continua resultando dificil, exigiendo mu-
cho tiempo y esfuerzo y teniendo un coste superior al de los cultivos bidimen-
sionales tradicionales, y su estudio mediante técnicas estandar sigue resultan-
do mas complejo (por ejemplo, se complica al tratar de aplicar dispositivos de
obtencion de imagenes) (Jensen y Teng, 2020).

Nuevos desarrollos en el ambito de la obtenciéon de imagenes en directo: aun-
que larelacion entre las técnicas de adquisicion de imagenes y las herramien-
tas gendmicas no es obvia, existen entre ellas sinergias interesantes que convi-
niera explorar en el futuro. Como ya se ha mencionado, la modificacion gendmica
puede aportar nuevas herramientas para la obtencion de imagenes en directo
al ayudar a etiquetar y visualizar regiones especificas del ADN, lo que, por ejem-
plo, puede mejorar el conocimiento actual de la organizacion tridimensional
del genoma y superar algunas de las limitaciones de los métodos genémicos ma-
sivos (por ejemplo, la heterogeneidad y la dinamica) (revisado en Pickar-Oliver
y Gersbach, 2019). Por otra parte, el desarrollo de la microscopia celulémica de
alto rendimiento pudiera complementar a la perfeccién los datos obtenidos me-
diante técnicas émicas de célula Gnica. Ademas, resultard pertinente para ra-
cionalizar los procedimientos que vinculan los cribados del genoma completo
con los resultados obtenidos mediante microscopia.

Omica de célula inica: la gran ventaja de efectuar analisis émicos de células
sueltas es que permite a los investigadores tener en cuenta la heterogeneidad
natural de los sistemas bioldgicos, ya que, en lugar de promediar la sefial de
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varias células en un solo resultado, se conserva la informacion de cada una de
las células. En la actualidad, poseemos la capacidad de interrogar a células de
manera individual para diversas capas dmicas, ya se trate del genoma, el trans-
criptoma, el epigenoma o el genoma tridimensional (Chappell et al, 2018). A
pesar de ello, aiin quedan desafios por resolver en el futuro. Todavia cuesta
efectuar algunas tecnologias dmicas con una resolucion de célula iinica debi-
do al escaso material bioldgico, por lo que todavia hay margen de mejora en
esa direccion. Se estan implantando métodos de reciente desarrollo para po-
sibilitar un mapeo de alto rendimiento de la expresidn génica a escala de cé-
lula Gnica dentro de los tejidos (transcriptomica espacial). Ademas, el coste
de dichas tecnologias sigue siendo elevado, y habra que mejorar el componen-
te computacional para mejorar el analisis. Por tltimo, la combinacion de va-
rias de estas tecnologias en la multiémica de célula Gnica experimentara un
mayor desarrollo en un futuro cercano (Chappell et al, 2018).
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