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1. Teoria de secuenciacion por bisulfito y control de calidad

2. Control de calidad (FastQC), alineamiento y extraccion de
la metilacion — Practica (Bismark)

3. Visualizacion y exploracion de los niveles de metilacion —
Practica (MethylKit)

4. Metilacion diferencial, Teoria y practica (MethylKit)
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Metilacion del ADN
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Metilacion del ADN
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Tipos de metilacion en el ADN

CG context non-CG context




Proceso de metilacion
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Posibles funciones celulares de la metilacion en plantas

a Transcription repression or activation

b Gene body methylation (function unclear)

C Regulation of RNA processing
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Posibles funciones celulares de la metilacion en plantas
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Estrés biotico o abiotico

Cambios epigenéticos en respuesta a estrés
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Estrés biotico o abiotico

Cambios epigenéticos en respuesta a estrés
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¢ COmo se puede estudiar la metilacion del ADN ?




¢ CoOmo se puede estudiar la metilacion del ADN ?

1.1 HPLC-UV 1.2 Mass spectrometry-
: based
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candidate
genes No 1) Whole = 1.3 ELISA-based
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" lls‘ VA 1.4 PCR of LINE-1
(digest +
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extension)

4) Digestion-
based assay
followed by
PCR or qPCR

3) Bisulfite

2) Search for
differentially
methylated
regions

conversion

MSCC: Methyl-Sensitive Cut Counting

LUMA: Luminometric Methylation Assay

LINE: Long Interspersed Nuclear Elements
Bisulfite ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism

. RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism

specific PCR 39 PCR and (i) HRM: High Resolution Melting

3.1 Bead array I

3.4 Methylation- conversion

3.5 HRM - COLD-PCR: explained in chapter 4.6
3.6 COLD-PCR sequencing
2.3 2.2 Microarray 2.1 Bisulfite
3.3 Pyrosequencing MSCC or bead array sequencing Enrichment for Enrichment for
f methylated c CpG rich regions
regions (optional)

Kurdyukov & Bullock 2016



Secuenciacion de genoma completo por bisulfito

@
bisulfite
!
PCR
!
00000
RASAREAREGCEECES

(WGBS)

- Los nucleodtidos de citosina no
metilados se convierten en uracilo, que
se identifican como timinas (T) cuando se
secuencia.

- Las citosinas metiladas estan protegidas
de la conversion, por lo que aun se
identifican como citosina (C).




Analisis de datos de secuenciacion bisulfito

CCAGTCGCTATAGCGCGATATCGTA

' Convert

ITTAGTTGCTATAGTGCGATATTGTA

' Map

TTAGTTGCTATAGTGCGATATTGTA

| | | || |
CC -C.C C-C C




Analisis de datos de secuenciacion bisulfito
En realidad...

mC mC

| |
>>CCGGCATGTTTAAACGCT > >
{{GGC(EGTA(EAAATTTG(EGA{{

mC hmC mC
Cadena superior N o Cadena inferior
Conversion con bisulfito

>>UCGGUATGTTTAAACGUT >>  <<GGUCGTACAAATTTGCGA<K

l Amplificacion por PCR l

OT >>TCGGTATGTTTAAACGTT>>  >>CCAGCATGTTTAAACGCT>>CTOB
CTOT < <AGCCATACAAATTTGCAA<K <<GGTCGTACAAATTTGCGA<< o8B




Secuenciacion, control de

. n Alinear al genoma Eliminar sesgo de A
calidadyremocionde |l e referencia | ) PCR Analisis de datos
2daptadores Bowtie2 {Deduplication] de secuenciacién

TGGGATGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGG @ po r biS u Ifito .
TGGGATGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTA
TGGGATGAAGGTTTTCGAGTTTTTTGAGAGTAGCGTTAGGGTAC
Lecturas | GGGATGAAGGTTTTTGAGTTTTTTGAGAGTAGCGTTAGGGTACG Llamado de
bisulfito | PGEEATGAAGETTTTTIGAGTTTTICGAGAGTAGCGTTAGGGTACGG metilacién
GGATGAAGGTTTTTGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT
GATGAAGGTTTTCGAGTTTTITCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT
TGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT
Genoma | “aaGATGAAGG ~ CGAG T CGAGAG AGCGT AGGGCACGGATG | |
1.0
Proporcion |as I I |
metilacion g0 l Filtrado por
cobertura
Resultados como e
;o Metilacion
tablas, estadisticos . .
diferencial
de resumen, etc. . C .
Visualizacion y
lf agrupamiento

Anotacion de <::| SEgment_aCI?f‘ de Wreczycka et al. 2017
DMR/DMCs la metilacion




Formato FASTA

¢ Que tipo de secuencias se
obtienen de la
secuenciacion?

FASTA es un formato familiar en
datos gendmicos




Formato FASTA

¢ Que tipo de secuencias se
obtienen de la
secuenciacion?

FASTA es un formato familiar en
datos gendmicos

Formato FASTQ

Cuatro lineas:

- @ + identificador en la primera linea
- Secuencia

-+

- Valores de calidad

omicaAy’




Secm:%ni;acmn, co.n,troc: de Alinear al genoma Eliminar sesgo de
cali ac| y rer:ocnon e |:> de referencia |:> PCR
ekl ClelE Bowtie2 (Deduplication)
TCCEATGAAGCTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGSEE @
TGGGATGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTA Pa rte I °
TCGGATGAAGGTTTTCGAGTTTTTTGAGAGTAGCGTTAGGGTAC I d d e
I';?Ct;'fas TGGGATCAAGGTTTTTGAGT TTTTTGAGAGTAGCGTTAGGGTACG Llamado de , I. . d I. d d
isulfito TCCCATGAAGCTTTTTGAGTTITTCCGAGAGTAGLGTTAGGETACGS H Hpr4
GGATGAAGGTTTTTGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT metIIaCIon Ana ISIS e ca I a
GATGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT °
- 3 C T, C > »
conoma | S ] de las secuencias
1.0
Proporcion |as I I |
metilacion g0 l Filtrado por
cobertura
Resultados como G e
\ Metilacién Fa StQC
tablas, estadisticos . .
diferencial
de resumen, etc. . . e
Visualizacion y
ly agrupamiento

Anotacidén de <:| Segmentacion de
DMR/DMCs la metilacion




@FastQC Report Meubset 2. tasta
Summary
@Basic statistics

D Basic statistics
e S T

Per base sequence gualit

Filename MCL1-DK.gz
@Per tile sequence quality File type Conventional base calls
@F‘er sequence guality scores Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total Sequences 1000

@Per base sequence content

Sequences flagged as poor quality O

@F‘er sequence GC content Sequence length 108
%6C 50

@Per base N content

@Sequence Length Distribution

@Se uence Duplication Levels

@Per base sequence quality

@Ouerrepresented sequences

@Ada ter Content Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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¢ Que nos dice un analisis de FASTQC?

Oualiy scores across all bases (Ganger ) lllumina 1.% encoding)
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¢Qué es bueno y que es malo de acuerdo al
valor de calidad por base?
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Valor de calidad por base

Quality scores across all bases (Sanger ( lllumina 1.9 encoding)
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Contenido de secuencias por base en un set de datos “norma

Sequence content across all bases
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@Per base sequence content

Sequence content across all bases
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FPhred score

Ease content (%)
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Algunos problemas comunes en secuenciacion por bisulfito
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FASTQC - Eliminacion de bases o lecturas de baja calidad

Antes Después
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FASTQC - Remocion de la contaminacion por adaptadores
Antes Después

Sequence canbemi arass all bases Sequerce content across Al bases

100 10
=T w_T
ki HL
=05 i

-] ==

o =]

o) =]

30
4
10
]
10
Y 1 ¢ 2 9 5 & 7 &8 =2 15-12 25-23 35-33 45-943 FF-F3 6F-63 TE-7A @¥-B3 G-33 1 2 3 a4 % 6 7 3 3 1318 %28 F38 4743 33 6% FTe BiER Bl
Faekian in rand hp Pemiian in el Thpt
andapter Content @Adapter Content
¥ fctapiar X Adapier
100 100
Iiumina Unkarsa Scamar iiurina. Likarsal Ackapar
IBumira Smal| R Adaier INumire Small RRLS Adaprier
] Mecetana Traspasases IT: a0 dgonana T " T
SALIC Smal PHA Adapier CALIE Sl PR Acdapier
=] an
F 0
D &0
50 =]
40 40
El= zn
29 zn
10 1n
o 123 45& 769 12-13 16-19 24-25 30-31 36-37 42-43 40-49 54-55 &0-€] €6-&7 7u-73 V5-79 §4-55 ° 122456785 12-13 15-15 24-2F 30-31 3&-37 42-43 dB-d9 54-55 &0-£1 66-67 FI1-73 75-TH 84-25

Preziion inresd Japl Fastion in rexd (bpl



Secuenciacion, control de
calidad y remocion de
adaptadores

—

Alinear al genoma
de referencia
Bowtie2

—

Eliminar sesgo de
PCR
(Deduplication)

TCCEATGAAGECTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGESE

Lecturas
bisulfito

TGGGATGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTA
TCGGATGAAGGTTTTCGAGTTTTTTGAGAGTAGCGTTAGGGTAC
TCCCGATCGAAGCTTTTTCGAGTTTTTTGAGAGCTAGCGTTAGGGTALG

TCCEATGAAGCTTTTTGAGTTITT CGAGAGTAGCGTTAGGETACGSE

GGATGAAGGTTTTTGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT
GATGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT

TGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT

Genoma | “cocarcaace
1.0
Proporcion }aos

metilacion |as

CGAGTT

i

CCGAGAG AGCGT AGGGCACGGATG

Resultados como
tablas, estadisticos
de resumen, etc.

=

Anotacion de
DMR/DMCs

Metilacion
diferencial

Segmentacion de
la metilacion

S
"4

4

Llamado de
metilacion

U

Filtrado por
cobertura

| .

Visualizacion y
agrupamiento

Parte ll:
Alineamiento de
secuencias y llamado
de la metilacion

Babraham D )

Bioinformatics -

(Krueger & Andrews, 2011)




,f—r ﬁﬂh‘hfiﬁ Bismark v0.23.0 Ei%?rfﬁ}'}'?n';}mss ) https://github.com/FelixKrueger/Bismark/tree/master/Docs
II.I.
I"‘*—f“q i (Krueger & Andrews, 2011)

A1 "I"":;_:;.:I:/'II

Bismark es un programa para mapear lecturas de secuenciacion tratadas con bisulfito a un
genoma de interés y realizar el lamado de la metilacion en un solo paso.

El archivo de salida se puede importar facilmente a un visor de genoma, como SegMonk y
permite al investigador analizar los niveles de metilacion de sus muestras de inmediato.



https://github.com/FelixKrueger/Bismark/tree/master/Docs

Bismark v0.23.0 Bahfam https://github.com/FelixKrueger/Bismark/tree/master/Docs

Bioinformatics -

(Krueger & Andrews, 2011)

Bismark es un programa para mapear lecturas de secuenciacion tratadas con bisulfito a un
genoma de interés y realizar el lamado de la metilacion en un solo paso.

El archivo de salida se puede importar facilmente a un visor de genoma, como SegMonk y
permite al investigador analizar los niveles de metilacion de sus muestras de inmediato.

Sus principales caracteristicas son:

- Mapeo de bisulfito y lamado de la metilacion en un solo paso -
Admite alineaciones de lectura single-end y paired-end

- Admite alineaciones sin gaps y con gaps

- Tiene parametros de alineamiento ajustables

- Los archivos de salida se discriminan entre metilacion de citosina en
los contextos CpG, CHG y CHH



https://github.com/FelixKrueger/Bismark/tree/master/Docs

Bioinformatics -

H;‘hf;'] Bismark v0.23.0 Bahfam https://github.com/FelixKrueger/Bismark/tree/master/Docs

(Krueger & Andrews, 2011)

Bismark es un programa para mapear lecturas de secuenciacion tratadas con bisulfito a un
genoma de interés y realizar el lamado de la metilacion en un solo paso.

El archivo de salida se puede importar facilmente a un visor de genoma, como SegMonk y
permite al investigador analizar los niveles de metilacion de sus muestras de inmediato.

El mapeo de secuencias tratadas por bisulfito a un genoma de referencia constituye un
reto computacional debido a:

- La reducida complejidad del codigo de ADN
- Hasta cuatro cadenas de ADN tienen que ser analizadas
- Cada lectura puede existir en todos los estados posibles de metilacion (e
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https://github.com/FelixKrueger/Bismark/tree/master/Docs

Enfoque de Bismark para el mapeo de secuencias bisulfito

rlrm IiI'IE
genomic fragment ..ccggcatgtttaaacgct..
sequence after bisulfite -
treatment 'IEGCATGTTTRARCf
C-to-T G-to-A read conversion
TTGGTATGTTTAAATGTT TTAACATATTTAAACATT
@ "
Tl E align to bisulfite
e converted genomes
~ttggtatgtttaaatagtt.. ..ccaacatatttaaacact..
..aaccatacaaatttacaa.. ..ggttgtataaatttgtga..
forward strand C-to-T converted genome forward strand G-to-A converted genome
(1) (2) @) (4) read all four alignment
" \ " outputs simultaneously
™ e to determine if the

sequence can be
mapped uniquely

", 1 1 -
“a % ¥ o

determine unique best alignment

Krueger & Andrews 2011



Determinacion del estado de metilacidon de cada posicion

BS-read corresponds to
converted original top strand

TE Tﬂ z unmethylated C in CpG context

5 -TTGGCATGTTTAAACGTT-3' bisulfite read Z methylated C in CpG context
5’..ceggecatgtttaaacget..3’ genomicsequence x unmethylated C in CHG context
X methylated C in CHG context

'y ' o h  unmethylated C in CHH context
xz..H......... Z.h. methylation call H  methylated C in CHH context

Dependiendo de la hebra, una lectura mapeada contra una secuencia dada puede
implicar buscar sustituciones de Ca T (como se muestra aqui) o G a A.

Krueger & Andrews 2011




Corriendo Bismark...

El genoma de interés debe ser

(I) Corriendo bismark_genome_preparation convertido a bisulfito e indexado para
permitir el alineamiento por Bowtie

USAGE:

insert your code bismark genome preparation [options] <path to genome folder>

Un comando estandar para correr la preparacion del genoma se veria asi:

bismark genome preparation --path to aligner /usr/bin/bowtie2 --verbose /home/jenny/Anal

ysis—-I/genome/
or

bismark genome preparation --bowtie2 --verbose ./genome/



Corriendo Bismark...

El genoma de interés debe ser

(I) Corriendo bismark_genome_preparation convertido a bisulfito e indexado para
permitir el alineamiento por Bowtie

USAGE:

insert your code bismark genome preparation [options] <path to genome folder>

Un comando estandar para correr la preparacion del genoma se veria asi:

bismark genome preparation --path to aligner /usr/bin/bowtie2 --verbose /home/jenny/Anal

ysis—-I/genome/

or

Solo se debe correr
una vez para el
genoma de interés

bismark genome preparation --bowtie2 --verbose ./genome/




Alineamiento y llamado de la

(ll) Corriendo bismark metilacién
USAGE:
bismark [options] --genome <genome folder> {-1 <matesl> -2 <matesZ> | <singles>}

Ejemplo tipico de un alineamiento:

bismark --multicore 4 --genome ./genome/ -1 WABQl L2 1.fg.gz,WABQ2 L1 1.fg.gz
-2 WABQl L2 2.fg.gz,WABQ2 L1 2.fg.gz --output dir ./out/

Esto va a producir dos archivos de salida:

test dataset bismark btZ.bam (Contiene todos los alineamientos y el llamado de metilacidn)

test dataset bismark SE report.txt (contiene el resumen del alineamiento y la metilacidn)



Alineamiento y llamado de la

(ll) Corriendo bismark metilacién
USAGE:
bismark [options] --genome <genome folder> {-1 <matesl> -2 <matesZ> | <singles>}

Ejemplo tipico de un alineamiento:

bismark —--multicore 4|——gencme ./genome/||-1 WABQ1l L2 1.fg.gz,WABQZ L1 1.fqg.g=z

-2 WHEQI_LZ_E.fq.gz,WEEQE_Ll_E.fq.gz|——Gutput_dir ./out/

Esto va a producir dos archivos de salida:

test dataset bismark btZ.bam (Contiene todos los alineamientos y el llamado de metilacidn)

test dataset bismark SE report.txt (contiene el resumen del alineamiento y la metilacidn)



Alineamiento de secuencias
Archivo de salida del primer alineamiento en Bismark (BAM file)

chromosome position
Read 1
HISEQ2000-06:366:C3G4NACKX:3:1101:1316:2067 1:N:0: 99 16 71322125 255 100M =
71322232 207

sequence
NTTATTTAGTTTTTTAGGCETTTGTETGTAGGAGTGTGGGAATTATGTTTTTTATGETTGATATTTAT T TAAAAGTGAGTATAAATTATATATATTTTTTT ~ q
#1=DDDDDAAFFHIIIA:<FGHCCEFGHD?CFFBBBGEHHGHIII<FEHIIIII==DE??EHHFHEEEEEEEC>;>66; RCDEEEDCEEEEEEEDDDCBB ~._

NM:1:14 XX:Z:G8C2CTC21lcl3cecclclicc3c4ccd qualny
XM:Z:. ... ... h..h....... Ko et e et et o e wwwn hh.h..... .00, hh...h....hh....
XR:Z:CT XG:Z:CT XA:Z:1
HISEQZ000-06:366:C3G4NACKX:3:1101:1316:2067 1:N:0: 147 i 11322232 255 100M =
71322125 =207
GETTATTTTATTTAGGETTATTGT T TTAGAGTTTTAT TGT TG AR C AGATATAT AT TAA GGTAATTTTTATAAGGATALATATTTAATTGEAGTTGETT
CCCEEECADCFEFFFHHGHGHIIGIHFIJJIJIHFGHGGGEHIJITJGIGEJJIJIJIIJIIIGIIIIGIJIIJITITIJIIJIJIJIIIIIJHHHHHFFFERFCCC
NM:1:21 XX:Z:2G2Ccclclclcllcllczcloclcdccd4czclc3csczelacacl
XM:Z:. .. .. hh.h.h.=x........... o Kee¥Kueweuonn X...h.h....hh...fh..h.h...h ..... h..h............ %...h.
KE:Z:GA XG:Z:CT ¥B:Z:1 \

E

\

Read 2 \

methylation call




() Corriendo deduplicate bismark

USAGE:

deduplicate bismark —--bam [options] <filenames>

Este comando deduplicara el archivo BAM de alineacion Bismark y eliminara todas las lecturas excepto una que se alinee en la
misma posicion y en la misma orientacion. Este paso se recomienda para muestras de bisulfito de genoma completo, pero no
debe usarse para bibliotecas de representacion reducida como RRBS, amplicones o bibliotecas de enriquecimiento.




(IV) Corriendo bismark methylation extractor

USAGE:

bismark methylation extractor [options] <filenames>

Un camando tipico para extraer la metilacion contexto-dependiente (CpG/CHG/CHH) seria asi:
bismark methylation extractor --gzip --bedGraph test dataset bismark btZ.bam

or

bismark methylation extractor --gzip --bedGraph --buffer size 10G --comprehensive

WABQl L2 1 bismark bt2 pe.deduplicated.bam --output ./out/met extractor

./out/




(IV) Corriendo bismark methylation extractor

USAGE:

bismark methylation extractor [options] <filenames>

Un camando tipico para extraer la metilacion contexto-dependiente (CpG/CHG/CHH) seria asi:

bismark methylation extractor --gzip --bedGraph test dataset bismark btZ.bam

or

bismark methylation extractor --gzip --bedGraph --buffer size 10G --comprehensive ./out/

WABQl L2 1 bismark bt2 pe.deduplicated.bam --output ./out/met extractor

Esto va a producir tres archivos de salida:
: -1D
Formato de salida ==

CpG context test dataset bismark bt2.txt.gz . methylation state

CHG context test dataset bismark bt2.txt.gz - chromosome
CHH context test dataset bismark btZ.txt.gz SR proiate) (S Gl (ke

¥ T SO UV R N

. methylation call



Extraccion de la metilacion

redundant methylation calls Read 2

CpG methylation
output

read ID meth  chr pos context
state



Extraccion de la metilacion |

CpG methylation output

bismark2bedGraph

-]

LnoLnoWn oW oW oWnLn

5
5

bedGraph/coverage output

=] =] =)

w]

LA LA LA LA
1
n oW

chr pos methylation meth  unmeth
percentage




Extraccion de la metilacion Il

coverage output

optional: merge into
CpG dinucleotide entities

Genome wide CpG report

chr pos strand meth unmeth di-nuc  tri-nuc




(IV) Corriendo bismark methylation extractor

USAGE:

bismark methylation extractor [options] <filenames:

Un camando tipico para extraer la metilacion contexto-dependiente (CpG/CHG/CHH) incluyendo el archivo bed y el reporte por
pares de nucleotidos seria asi:

bismark methylation extractor --gzip --bedGraph --buffer size 10G --comprehensive --cyto
sine report --genome folder /path to genome folder/ WABQL L2 1 bismark btZ pe.deduplicat
ed.bam --output ./out




(V) Corriendo bismark2report and bismark2summary

USAGE:

bismarkZ2report [options]

bismarkZ2summary [options]




a -

Alighment Stats

: Bismark Processing Report

Sequence pairs analysed in total 9399055
Paired-end alignments with a unique best hit 70138052
Pairs without alignments under any condition 1722285
Pairs that did not map uniquely 658671
Genomic sequence context not extractable (edges of 5

chromosomes)

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/PE

0.0000638%

report.html

[ JoN § |

SRR5008109 WGBS_Seq_E14_d11_1_control_1_val_1.fq.gz and SRR5008109_WGBS_Seq E14_d11_1_control_2_val_2.fq.gz

Data proceszed at 11:25 on 2018-03-16

Unique Alignments

Mo Alignment

Multiple Alignments
Mo Genomic Sequence



https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/PE_report.html

T Bismark Processing Report

Cytosine Methylation

Total C's analysed 264460454 Lo
Methylated C's in CpG context 3364359

Methylated C's in CHG context To5431 20
Methylated C's in CHH context 2166832

Methylated C's in Unknown context 535 _
Unmethylated C's in CpG context 3380818 % &0
Unmethylated C's in CHG context 57302010 Ef
Unmethylated C's in CHH context 182210014 E an
Unmethylated C's in Unknown context 56967 3
Percentage methylation ({CpG context) 71.2%

Percentage methylation (CHG context) 1.3% 20
Percentage methylation (CHH context) 1.1%

Methylated C's in Unknown context M/A

CpG context CHG context CHH context

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/PE report.html



https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/PE_report.html

Bismark Project Overall Summary

Alignment Statistics

il Cid Mot Align  selles Aligned Ambiguously  eeies Duplicate Alignments  peles Deduplicated Unigue Alignments iy No Genomic Sequence

% of all Reads

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/bismark summary WGBS.html



https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/bismark_summary_WGBS.html

% of all Reads
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Bismark Project Overall Summary
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Bismark Project Overall Summary

Cytosine Methylation

100

miles Unmethylated CpG  milem Methylated CpG
20

(=]

% CpG Calls

1 2 3 4 ] =]

wiien Unmethylated CHG  melles Methylated CHG

% CHG Calls

1 2 3 4 5] =]

miben Unmethylated CHH  sellem Methylated CHH

% CHH calls



% CHG Calls % CpG Calls

% CHH calls

G711

2

D131

DG131

AZU

AZU

BGI
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IRE4

IRG4

=
il Unmethylaied CpG il Methylated CpG

10 12

il Unmethylated CHSG puiles Methylated CHG

milem Unmetinylated CHH  pllles MMethylated CHH
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Visualizacidon de datos utilizando Seg-Monk

SeqMonk Mapped Sequence Data Analyser

/é) Version: 1.48.0

www.bioinformatics.babraham .ac.uk/projects/

Babraham ) | - -
Institute © Simon Andrews,Laura Biggins Babraham Biocinformatics, 2006-21

HTS.JDK BAM/SAM reader ©@The Broad Institute, 2009-19

Datos de entrada:
-BAM/SAM provenientes de Bismark
-Archivos de cobertura provenientes de Bismark

-BedGraph archivos provenientes de Bismark

- Archivos de llamado de la metilacidn generados en methylkit (.txt)




Archivos de cobertura

de datos utilizando Seq-Monk

V4

1ZacCion

Visual

% SeqMonk®

Help

Filtering Reports

Plaots

View Data

File Edit

)

Chromosomes in Oryza sativa IRGSP-1.0_v97 assembly

-1.0_v37 chr1:14324996-14336752 (11.7 kbp

Oryza sativa IRGSP

=]
123456_?89 l

-1.0_v47

Annotation Sets

Data Sets
Replicate Sets

Data Groups

Probe Lists

’ Oryza sativa IRGSP

B
H
&8
®-
gene

mRNA

CDs

14,336,000

14,334,000

14,332,000

14,330,000

14,323,000

14,326,000

Azul = No-Metilado

Metilado

Rojo



Visualizacion de datos utilizando Seg-Monk

¥ SegMonk®
File Edit View Data Plots Filtering Reports Help

*O9¥SEEVZED

_ Oryza sativa IRGSP-1.0_v37 Chromosomes in Oryza sativa IRGSP-1.0_v87 assembly
- Annotation Sets 1
B~ Data Sets :
- Data Groups "
£5-7 Replicate Sets 5
_ Probe Lists 3
7
5
£l
10
11
Oryza sativa IRGSP-1.0_v97 chr1: 14494977-14523617 (28.5 kbp)
gene
mRNA
COs

T T T T T T
5,000 14,500,000 14,505,000 14,510,000 14,515,000 14,520,000

E’.‘hromosom e 143270923bp

Rojo = Metilado

Azul = No-Metilado

h.|



7 je e
iacié : — Analisis de datos
Secm:%ni;acmn, co.n,trodl de Alinear al genoma Eliminar sesgo de
calidad y remocion de .
g y tad =) de referencia > PCR para datos de
adaptadores B - P
owtie2 (Deduplication) . e
secuenciacion
TGGGATGAAGETTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGG @ 1 I
TCCEATGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTA po r b I su Iflto ¢
TGGGATGAAGGTTTTCGAGTTTTTTGAGAGTAGCGTTAGGGTAC
Lecturas | pGGGATGAAGGTTTTTGAGTTTTTIGAGAGTAGCGTTAGGGTACG Llamado de
bisulfito TCCCATGAAGGCTTTTTGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTALGG metiIaCién
GGATGAAGGTTTTTGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT
GATGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT
TGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT | |
Genoma | “GGGATGAAGG CGAG T ~CGAGAG AGCGT AGGGCACGGATG
1.0
Proporcion |as ‘ I o
metilacion |g0 l I Filtrado pOr MEthylkIt
cobertura v.1.15
Resultados como e s
tablas, estadisticos <:I sl i
’ diferencial (Akalin et al., 2012)
de resumen, etc. . ..
Visualizacion y
l? agrupamiento

Anotacion de <:| Segmentacion de
DMR/DMCs la metilacion




Methylkit httlos://bi.oc.onductor.org/pac'kages/deve|/bi0c/vignetteS
1.15 /methylKit/inst/doc/methylKit.html
V.l1.

(Akalin et al., 2012)

MethylKit es un paquete de R para el analisis y anotacion de
datos de metilacion del ADN obtenidos por tecnologias de
secuenciacion masiva.

Descarga de archivos para la parte practica

https://drive.google.com/drive/folders/11I18hNIgHVwQOBo-
arh3MtBxM5rykD1 ?usp=sharing



https://bioconductor.org/packages/devel/bioc/vignettes/methylKit/inst/doc/methylKit.html
https://drive.google.com/drive/folders/11l8hNlqHVw0OBo-arh3MtBxM5rykD1__?usp=sharing

Corriendo MethylKit...

1.1 Crear el objeto methylkit a partir de los archivos BAM provenientes de

Bismark

my.methRaw =

chrBase chr
Chril.
Chril.
Chrl.
Chril.
Chril.
Chrl.
Chril.
Chrl.
Chrl.
Chril.
Chrl.
Chrl.
Chril.
Chrl.
Chril.
Chril.
Chrl.
Chril.

processBismarkfln(location =

10145
18149
18290
18327
18366
18419
18429
18476
18544
18549
18573
18592
18596
10646
1192

1218

1222

1238

strand
189145
10149
10290
18327
10366
10419
10429
10476
16544
10549
10573
10592
10596
10646
1192
1218
1222
1238

coverage

i e o e e e o e i e e e i e e e s i e e e o e o A i e e o e i B |

treatment
mincov=10,

pL
pL
29
29
25
19

= c(0,1),

Bam files, sample.id=samples, assembly="rice",

read.context="CpG",

save.folder=outDir)

freqC

0.00
.00
.00
0.00
0.00
.00
0.00
0.00
.00
.00
.00
0.00
.00
.00
1008.00
100.00
100.00
106.0600

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
198
100
100
0.00
0.00
0.60
0.00

freqT
.00
.08
.08
.00
.00
.08
.08
.00
.00
.08
.08
.00
.08
.08

Archivo generado
en Methylkit
sativaCpG.txt




Corriendo MethylKit...

1.1 Crear el objeto methylkit a partir de los archivos BAM provenientes de
Bismark

my.methRaw = processBismarkAln(location = Bam files, sample.id=samples, assembly="rice",
treatment = c(0,1), read.context="CpG",
mincov=10, save.folder=outDir)

1.2 Crear el objeto methylkit a partir de los archivos de texto obtenidos en el paso
anterior y los guarda como archivos "flat file database" en la carpeta methylDB_CpG

my.methRaw?2 = methRead(location = files, sample.id=samples, assembly="rice",
treatment = c(0,1), context="CpG",
dbtype = "tabix", dbdir = "methylDB CpG")




2. Estadisticos descriptivos de las muestras

getMethylationStats (my.methRaw2[[1]],plot=FALSE,both.strands=FALSE)

methylation statistics per base

summary:
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.00 0.00 76.67 51.66 95.24 100.00

percentiles:

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 6.25000 76.66667 &87.50000 92.85714
80% 90% 95% 99% 99.5% 99.9% 100%

100.00000 100.00000 100.00000 100.00000 100.00000 100.00000 100.00000




2. Estadisticos descriptivos de las muestras

getMethylationStats (my.methRaw2[[1]],plot=TEUE,both.strands=FALSE)

Histogram of % CpG methylation
test2

J. 0

800
|

En cualquier célula
dada, se esperaria que
cualquier base esté
metilada o no.

600
I

Frequency
400
|

200
I

% methylation per base




2. Estadisticos descriptivos de las muestras — Estadisticas de cobertura

getCoverageStats (my.methRaw2[[1] ] ,plot= ;both.strands= )
read coverage statistics per base
summary:

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.

10.00 12.00 16.00 19.39 22.00 298.00

percentiles:
0% 10%  20% 30%  40% 50%  60% 70% 80% 90%  95%  99% 99.5% 99.9%
10 11 12 13 14 16 18 20 24 30 37 70 101 196

100%
298




2. Estadisticos descriptivos de las muestras — Estadisticas de cobertura

— =

getCoverageStats (my.methRaw2[[1] ] ,plot=TRUE, both.strands=FLL5E)

Histogram of CpG coverage

test2
L] .
2 Experimentos con un alto sesgo
s de duplicacion por PCR tendran
N un pico secundario hacia el lado
S g derecho del histograma.
=3
B
r 2 _
Ll
g _
c —
I I I I
1.0 1.5 2.0 2.5 ™
» i
lag10 of read coverage per base Omlcn =




Analisis comparativo

3. Filtrado de secuencias de acuerdo a la cobertura de lecturas

filtered.obj=filterByCoverage (my.methRaw2 p, lo.count=10, lo.perc= ’
hi.count= , hi.perc=9%9.9)

Puede resultar util filtrar muestras segun la cobertura...

- Si las muestras sufren un sesgo de PCR, seria util descartar bases
con una cobertura de lectura muy alta.

- Es necesario descartar las bases que tienen una cobertura de
lectura baja para aumentar la potencia de las pruebas estadisticas.




Analisis comparativo

4. Union de las muestras

meth = unite (my.methRawz2, destrand= )

La funcion ‘unite’ unira todas las muestras en un objeto para la
ubicacion de las pares de bases que estan cubiertas en todas las
muestras




Analisis comparativo

4. Analisis de agrupamiento

5. Analisis de componentes principales (PCA)

PCASamples (meth, adj.lim=c(0.5,0.5))




Correlacion de las muestras segun el contexto CpG

o
—i
S _ ® Lineas tolerantes
® Lineas susceptibles
@ _
e =
=
< & Mismo patron con
metilacion CHG y CHH
% .-
g | Método de distancia: 1 - Pearson
° Método de agrupamiento: Ward
=l <o F a3 3 & 3 4 1
bl o o ]
O. glumaepatula O. Sativa




Secuenciacion, control de
calidad y remocion de
adaptadores

—

Alinear al genoma
de referencia
Bowtie2

—

Eliminar sesgo de
PCR
(Deduplication)

TCGEATGAAGETTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGESE

TCCEATGAAGGTTTTCGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTA
TGGGATGAAGGTTTTCGAGTTTTTTGAGAGTAGCGTTAGGGTAC
Lecturas | »GoGATGAAGGTTTTTGAGTTTTTTGAGAGTAGCGTTAGGGTACG

bisulfito | PeGEATGAAGETTTTIGAGTTTTTCCAGAGTAGCCTTAGGCTACGS
GGATGAAGGTTTTTGAGTTTTTCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT
GATGAAGGTTTTCGAGTTTTITCGAGAGTAGCGTTAGGGTACGGATGT

TGAAGGTTTTCGAGTTTTIC TAGCGTTAGGGTACGGATGT

Genoma | “cocarcaace
1.0
Proporcion }aos

metilacion |as

CGAGTT

|

CCGAGAG AGCGT AGGGCACGGATG

Resultados como
tablas, estadisticos
de resumen, etc.

Anotacion de
DMRs

=

Segmentacion de
la metilacion

o= R =

"4

4

Llamado de
metilacion

U

Filtrado por
cobertura

| .

Visualizacion y
agrupamiento

Analisis de datos
para datos de
secuenciacion
por bisulfito.




Regiones diferencialmente metiladas (DMRs)
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Regiones diferencialmente metiladas (DMRs)
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Metilacion diferencial

La principal ventaja de MethylKit es que puede tener en cuenta la cobertura de
secuenciacion, puede incorporar covariables adicionales en el modelo y trabajar con la
metilacion de CHG o CHH.

También proporciona funcionalidades como compilacion de la metilacion de muestras,
agrupacion de muestras, anotacion y visualizacion de DM, etc.
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Identificacion de DMRs utilizando el método de
sliding windows

La funcion calculateDiffMeth () es la funcidn principal para calcular la metilacién
diferencial.

Dependiendo del tamafno de la muestra por cada conjunto, se utilizara la
regresion logistica o exacta de Fisher para calcular los valores P.

Los valores P se ajustaran a los valores Q utilizando el método SLIM (Wang et al.
2011) https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21098430/.

Si tiene réplicas, la funcion utilizara automaticamente la regresion logistica.



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21098430/

Metilacion diferencial

6. Creacion de ventanas de tamano fijo

tiles = tileMethylCounts(filtered.ob], win.size=200, step.size=100, cov.bases = 5)

7. Prueba estadistica para evaluar regiones diferencialmente metiladas

myDiff=calculateDiffMeth (meth)

myDiff 25.hyper = getMethylDiff (myDiff,difference=25, gvalue=0.01, type="hyper")
myDiff 25.hypo = getMethylDiff (myDiff,difference=25, gvalue=0.01, type="hypo")
myDiff 25.all = getMethylDiff (myDiff,difference=25, gvalue=0.01)




chr start

Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl
Chrl

end
187001

462901

1568901
1569001
1796401
2727401
3252101
3252201
3252301
3252401
3252501
3308401
3498601
3498701
3499301
3499401
3499501
3994901

Archivo de DMRs generado en Methylkit

strand

187200

463100

1569100
1569200
1796600
2727600
3252300
3252400
3252500
3252600
3252700
3308600
3498800
3498900
3499500
3499600
3499700
3995100

pvalue qgvalue
1.
.57156447709056e-113
.53152713915354e-90
.53152713915354e-90
.97959506948184e-80
.29611893933131e-157
.88236421602144e-158
.89790362651076e-232
.58679465910954e-170
.51639682666867e-200
.26634872711875e-258
.57630453533704e-129
.68419784838244e-81
.34218774279022e-107
.05513305365792e-131
.77744899572657e-235
.38813036203415e-228
.91581743991558e-155

*OX K K K K K X K KK K K K K X KX

UT NN EMNNNMNNEREREWUODNWSRDNDDNDNDO

meth.diff
93764753115302e-87

RPNMNMNMNMNMNMNWMNMUDWRRORREPNNNER

.99415148344453e-85

.05162024158083e-110
.73362509307498e-88

.73362509307498e-88

.01657687799872e-78

.14938655527887e-154
.01788331029976e-155
.02377375603014e-229
.54725014245526e-167
.00620012407043e-197
.44673041781404e-255
.48016841641078e-127
.43369218350417e-79

.41619463935642e-105
.33624697716072e-129
.96764965250914e-232
.33056542111386e-225
.97213160789924e-152

.258064516129
.6978417266187
.926630499159
.926630499159
.5371800081268
.0563891193848
.9892536396899
.6363636363636
.4347826086956
.2238193018481
.1129943502825
.058524173028
.382618159204
.1172839506173
.1142857142857
.7422166160197
. 7549570637308
.6989247311828




Un resumen general del
flujo de trabajo...
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|

Archivos de metilacion (.txt)

l

Creacion del objeto MethlyKit
methRead()

l

- Descriptivos estadisticos (getMethylationStats(), getCoverage()
- Filtrado por cobertura (FilterByCoverage)

- Unidn de muestras y Andlisis de agrupamiento (unite(), PCASamples(), clusterSamples() ) Om|Cﬂ

- Calculo de DMRs (calculateDiffMeth)

Extraccion de la metilacion
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