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Secuenciación masiva



Secuenciación masiva



Re-Secuenciación masiva



Secuenciación masiva con tratamiento de bisulfito (WGSBS)

Fundamentos

• Tratamiento del ADN con bisulfito sódico

Citosina > Uracilo > Timina

m5Citosina > Citosina

• Secuenciación masiva
El ADN se fragmenta de manera aleatoria y se secuencia

• Comparar fragmentos secuenciados (“reads”) con referencia

Desemparejamiento C/T > No Metilación

Emparejamiento C/C > Metilación

Inconvenientes

• Re-secuenciar genoma enteros
• Alineamiento de secuencias 
• Errores de secuenciación y de conversión

• Variación de secuencia

Ventajas

• Información de genoma completo
• Todos los contextos
• Valores específicos por citosina

• Información alelo específica



Tratamiento con bisulfito

Reducción de la complejidad de secuencia en las regiones no metiladas

&
Aumentará el número de desemparejamientos durante el alineamiento



Alineamiento de lecturas tratadas con bisulfito

Opciones
1. Probar todas las combinaciones posibles por lectura de C/T

Inviable computacionalmente

2. Permitir un mayor número de desemparejamientos por lectura
Mayor número de lecturas ambiguas
Mayor número de lecturas no alineadas

Tiempo de alineamiento incrementado

3. Modificar la matriz de puntuación del alineamiento

C referencia / T lectura > Emparejamiento
Mayor número de alineamientos en regiones metiladas
Sesgo en la estimación de la metilación

4. Transformar el alfabeto de la referencia y de las lecturas a 3 letras
Reducción de la complejidad de la secuencia
Aumento del espacio de búsqueda
Mayor número de lecturas ambiguas (no tanto como 2)



Alineamiento de lecturas tratadas con bisulfito

Alfabeto de 3 letras método de elección



Estimación de los niveles de metilación

Homocigoto

CG / CG

Heterocigoto

CG / CA

Homocigoto

TG / TG

Variantes de secuencia pueden confundir los niveles de metilación estimados

C referencia / T lecturas > ¿Citosina no metilada o Variante?
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