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3. Visualización y exploración de los niveles de metilación –
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Epigenética

Estudio de los cambios en la 
expresión de los genes que no 
están relacionados con la 
secuencia de ADN

- Modificaciones de histonas
- RNAs no-codificantes
- Metilación del ADN



Metilación del ADN



Metilación del ADN

Tipos de metilación en el ADN



Proceso de metilación

Zhang et al. 2018



Zhang et al. 2018

Posibles funciones celulares de la metilación en plantas
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Posibles funciones celulares de la metilación en plantas



Cambios epigenéticos en respuesta a estrés

9Zhang et al. 2018

Cambios en Cm y 
otras modificaciones 

epigenéticas

Expresión de genes en 
respuesta a estrés​

Patrones epigenéticos reprogramados

Cambios heredados 
¿Memoria epigenética?

Estrés biotico o abiótico



Zhang et al. 2018

Cambios en Cm y 
otras modificaciones 

epigenéticas

Expresión de genes en 
respuesta a estrés​

Patrones epigenéticos reprogramados

Cambios heredados 
¿Memoria epigenética?

Estrés biotico o abiótico

Memoria al 
estrés
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Turgut-Kara et al. 2020

Cambios epigenéticos en respuesta a estrés



¿ Cómo se puede estudiar la metilación del ADN ?



¿ Cómo se puede estudiar la metilación del ADN ?

Kurdyukov & Bullock 2016



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

- Las citosinas metiladas están protegidas 
de la conversión, por lo que aún se 
identifican como citosina (C).

Secuenciación de genoma completo por bisulfito
(WGBS)

13



Análisis de datos de secuenciación bisulfito 



Cadena inferiorCadena superior
Conversión con bisulfito

Amplificación por PCR
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Análisis de datos de secuenciación bisulfito
En realidad… 



Análisis de datos
de secuenciación 

por bisulfito.
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Wreczycka et al. 2017



FASTA es un formato familiar en 
datos genómicos

Formato FASTA
¿ Que tipo de secuencias se 

obtienen de la 
secuenciación?



Formato FASTA

Formato FASTQ

Cuatro líneas:
- @ + identificador en la primera línea
- Secuencia
- +
- Valores de calidad

FASTA es un formato familiar en 
datos genómicos

¿ Que tipo de secuencias se 
obtienen de la 
secuenciación?
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Parte I:
Análisis de calidad 
de las secuencias 

FastQC





¿ Que nos dice un análisis de FASTQC?

¿Qué es bueno y que es malo de acuerdo al 
valor de calidad por base?



Valor de calidad por base

Buena calidad



Valor de calidad por base

Calidad intermedia



Mala calidad

Valor de calidad por base



Contenido de secuencias por base en un set de datos “normal”

¿Se debería ver igual 
en secuenciación 

bisulfito?



Este sería el 
resultado normal 
en secuenciación 

bisulfito



Algunos problemas comunes en secuenciación por bisulfito

No se observa en
librerías normales” 

como ChIP o 
RNAseq



FASTQC - Eliminación de bases o lecturas de baja calidad

Antes Después 



FASTQC - Remoción de la contaminación por adaptadores

Antes Después 



Parte II: 
Alineamiento de 

secuencias y llamado 
de la metilación

Secuenciación, control de 
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(Krueger & Andrews, 2011)
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https://github.com/FelixKrueger/Bismark/tree/master/Docs

Bismark es un programa para mapear lecturas de secuenciación tratadas con bisulfito a un 
genoma de interés y realizar el llamado de la metilación en un solo paso. 

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

Bismark v0.23.0
(Krueger & Andrews, 2011)

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


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

Bismark es un programa para mapear lecturas de secuenciación tratadas con bisulfito a un 
genoma de interés y realizar el llamado de la metilación en un solo paso. 

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

Bismark v0.23.0
(Krueger & Andrews, 2011)

Sus principales características son: 

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

- Admite alineaciones sin gaps y con gaps
- Tiene parámetros de alineamiento ajustables 
- Los archivos de  salida se discriminan entre metilación de citosina en 

los contextos CpG, CHG y CHH 

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


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

Bismark es un programa para mapear lecturas de secuenciación tratadas con bisulfito a un 
genoma de interés y realizar el llamado de la metilación en un solo paso. 

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

Bismark v0.23.0
(Krueger & Andrews, 2011)

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

- La reducida complejidad del código de ADN
- Hasta cuatro cadenas de ADN tienen que ser analizadas
- Cada lectura puede existir en todos los estados posibles de metilación

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


Enfoque de Bismark para el mapeo de secuencias bisulfito

Krueger & Andrews 2011



Determinación del estado de metilación de cada posición

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

Krueger & Andrews 2011



Corriendo Bismark…

El genoma de interés debe ser 
convertido a bisulfito e indexado para 
permitir el alineamiento por Bowtie



Corriendo Bismark…

El genoma de interés debe ser 
convertido a bisulfito e indexado para 
permitir el alineamiento por Bowtie

Solo se debe correr
una vez para el

genoma de interés



Alineamiento y llamado de la 
metilación



Alineamiento y llamado de la 
metilación



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







Formato de salida



Extracción de la metilación



Extracción de la metilación I



Extracción de la metilación II







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

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


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

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


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

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








Visualización de datos utilizando Seq-Monk

Datos de entrada:

-BAM/SAM provenientes de Bismark
-Archivos de cobertura provenientes de Bismark
-BedGraph archivos provenientes de Bismark

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



Visualización de datos utilizando Seq-Monk

Rojo = Metilado                           Azul = No-Metilado

Archivos de cobertura



Visualización de datos utilizando Seq-Monk

Rojo = Metilado                           Azul = No-Metilado



Análisis de datos 
para datos de 
secuenciación 
por bisulfito.
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https://bioconductor.org/packages/devel/bioc/vignettes
/methylKit/inst/doc/methylKit.html

Methylkit 
v.1.15

(Akalin et al., 2012)

MethylKit es un paquete de R para el análisis y anotación de 
datos de metilación del ADN obtenidos por tecnologías de 

secuenciación masiva.

https://drive.google.com/drive/folders/11l8hNlqHVw0OBo-
arh3MtBxM5rykD1__?usp=sharing

Descarga de archivos para la parte practica

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


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

Corriendo MethylKit…

Archivo generado
en Methylkit
sativaCpG.txt



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

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

Corriendo MethylKit…



2.  Estadísticos descriptivos de las muestras



2.  Estadísticos descriptivos de las muestras

En cualquier célula 
dada, se esperaría que 

cualquier base esté 
metilada o no.



2.  Estadísticos descriptivos de las muestras – Estadísticas de cobertura



2.  Estadísticos descriptivos de las muestras – Estadísticas de cobertura

Experimentos con un alto sesgo 
de duplicación por PCR tendrán 
un pico secundario hacia el lado 

derecho del histograma.



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

Puede resultar útil filtrar muestras según la cobertura…

- Si las muestras sufren un sesgo de PCR, sería útil 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 estadísticas.

Análisis comparativo



4. Unión de las muestras

La función ‘unite’ unirá todas las muestras en un objeto para la 
ubicación de las pares de bases que están cubiertas en todas las 

muestras 

Análisis comparativo



4. Análisis de agrupamiento

5. Análisis de componentes principales (PCA)

Análisis comparativo



Método de distancia: 1 - Pearson
Método de agrupamiento: Ward

Correlación de las muestras según el contexto CpG

Líneas tolerantes
Líneas susceptibles

A
lt

u
ra

O. glumaepatula O. Sativa

Mismo patrón con 
metilación CHG y CHH
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Análisis de datos 
para datos de 
secuenciación 
por bisulfito.
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Regiones diferencialmente metiladas (DMRs)



Regiones diferencialmente metiladas (DMRs)



Metilación diferencial

La principal ventaja de MethylKit es que puede tener en cuenta la cobertura de 
secuenciación, puede incorporar covariables adicionales en el modelo y trabajar con la 

metilación de CHG o CHH. 
También proporciona funcionalidades como compilación de la metilación de muestras, 

agrupación de muestras, anotación y visualización de DM, etc. 

Shafi et al. 2018



Identificación de DMRs utilizando el método de 
sliding windows

La función calculateDiffMeth () es la función principal para calcular la metilación 
diferencial.

Dependiendo del tamaño de la muestra por cada conjunto, se utilizará la 
regresión logística o exacta de Fisher para calcular los valores P. 

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

Si tiene réplicas, la función utilizará automáticamente la regresión logística. 

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


Metilación diferencial

6. Creación de ventanas de tamaño fijo

7. Prueba estadística para evaluar regiones diferencialmente metiladas
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Archivo de DMRs generado en Methylkit



Un resumen general del 
flujo de trabajo…



Muestra de 
interés

(Illumina -fastq)

1. Alineamiento (Bowtie2)
2. Llamado de la metilación

Bismark()

Genoma de 
referencia

(.fasta)

Bismark

Archivo BAM/SAM



Muestra de 
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(Illumina -fastq)

1. Alineamiento (Bowtie2)
2. Llamado de la metilación

Bismark()

Genoma de 
referencia

(.fasta)

Bismark

Archivo BAM/SAM

Extracción de la metilación
Bismark_methylation _extractor()

- Archivo de metilación (.txt)
- Archivo de cobertura (.cov)

Análisis gráfico de la 
metilación

SeqMonk



Muestra de 
interés

(Illumina -fastq)

1. Alineamiento (Bowtie2)
2. Llamado de la metilación

Bismark()

Genoma de 
referencia

(.fasta)

Bismark

Archivo BAM/SAM

Extracción de la metilación
Bismark_methylation _extractor()

- Archivo de metilación (.txt)
- Archivo de cobertura (.cov)

Análisis gráfico de la 
metilación

SeqMonk

Lectura de archivos BAM
processBismarkAln()

Methlykit

Archivos de metilación (.txt)

Creación del objeto MethlyKit
methRead()

- Descriptivos estadísticos (getMethylationStats(), getCoverage()
- Filtrado por cobertura (FilterByCoverage)
- Unión de muestras y Análisis de agrupamiento (unite(), PCASamples(), clusterSamples() )
- Calculo de DMRs (calculateDiffMeth)



GRACIAS…

PREGUNTAS??
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