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Introduccion a la
epigenética

Definicidn y conceptos bésicos
Genética vs epigenética

Epigenética y regulacién de la expresidon
genica



Epigenética

* La rama de la biologia que estudia las interacciones causales

entre los genes y sus productos que dan vida al fenotipo
(Conrad Waddington, 1942).

* El estudio de los cambios hereditarios en |la expresion
génica que no involucran cambios en la secuencia de DNA
(Robin Holliday, 1987).

* El estudio de los cambios en la funcién genética que son
heredables mitotica y/o meidticamente y que no implican un
cambio en la secuencia de DNA (Wu et al., 2001).



Genética y
Epigenética

 Estudian los genes

e Los cambios estudiados son
heredables

* Ambas estudian el control de la
formacién y funciones de un
determinado organismo




Genética y Epigenética §Qué estudian?

Genética (Nature) Epigenética (Nurture)
* Los genes/caracteres y su * Los cambios de expresion
herencia de una generacién a génica heredables
otra iIndependientes a |la secuencia
e La estructura y funcién de los de DNA
genes (secuencia DNA) « Las modificaciones quimicas
* Las variaciones consecuencia del DNA.
de mutaciones e Las variaciones consecuencia
e La transmisidn de caracteres del ambiente
basadas en la segregaciony » Estudia los mecanismos que

combinacion de alelos regulan la actividad génica



Modificaciones

epigenéticas
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Methyl group

Cambios enla S+
expresion o L
genica Promoter Target gene

Factores
ambientales W

/ Created in BioRender.com bio



Importancia en ganaderia

e Salud / Sanidad animal * Produccion
» Patogenia de las « Crecimiento
enfermedades * Calidad de la carne
* Diagnostico  Produccién de leche
* Respuesta a medicamentos * Resistencia a enfermedades
* Fertilidad y éxito reproductivo . Adaptacién a cambios

ambientales




Mecanismos
epigenéeticos

Metilacion del DNA
Modificacién de histonas
RNA no codificante
Organizacion gendmica 3D
Metilacion del RNA



Epigenética

« Cambios en la funcién/expresion de
los genes que se heredan, pero no

., ) Nucleosoma
conllevan alteracidn de la secuencia

Promega



Recuerdo: Cromatina

https://tel.archivés-e's. fr/tel-00814265

_ HETEROCROMATINA | HETEROCROMATINA| EUCROMATINA
CONSTITUTIVA FACULTATIVA
Actividad Inactiva Inactiva Activa
transcripcional

Empaq ueta- Denso Modificable Laxo
miento

Genes silenciados Genes silenciados Accesible factores
permanentemente temporalmente nucleares y
transcripcion
Centromeroy Cromosoma X en Mayoria del DNA

Telomeros hembras



Metilacion del
DNA

methylated Cytosine
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Metilacion del

DNA :

Neuropsychopharmacology Reviews (2013) 38, 23-38;
doi:10.1038/npp.2012.112



Funciones de la
metilacion del DNA

* Impronta génica
e |nactivacion del cromosoma X

e La influencia en la expresién génica
depende de la secuencia genética
en la que se encuentre.

* Regidn intergénica - Silenciar
elementos retrovirales

« Regular la expresion especifica de
tejido

DNA methylation resolution
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« 5mC constituye Unicamente ~1% del acido
nucleico del genoma humano

* En mamiferos: 70-80 % de C metiladas
ocurre en los sitios CpG (5’ C-fosfato-G-3')

* El genoma de mamiferos no tiene muchos
sitios CpG por su potencial mutagénico

del DNA (5mC T por desaminacién)

 La mayoria de los sitios CpG distribuidos
por el genoma estdn metilados excepto las

islas CpG.

Metilacion

/
7
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Islas CpG

Son extensiones de DNA de
aproximadamente 1000 bp (inicialmente >
200 bp) con una alta densidad de C + G (> 65
%).

Aproximadamente el 70 % de los genes
humanos presentan islas CpG en sus
promotores:

» Todos los constitutivos

50 % genes con expresidon especifica de tejido
g P P J

Las islas CpG asociadas a promotores estan
muy conservadas en mamiferos.

Normalmente estas islas estan protegidas de
la metilacion.

Asociadas a modificaciones de histonas,
reﬁulabestructura de la cromatinay la

on de factores de transcripcion.

Histone

Histone tail

Acetyl group

DNA accessible, gene active




Islas CpG y expresion génica

La mayor parte se encuentran no metiladas, aunque no se exprese el gen.

Los promotores con islas CpG presentan multiples sitios de inicio de transcripcién
(no cajas TATA). También constituyen origenes de replicacidn.

Las islas CpG asociadas a los inicios de expresidon de la transcripcidon raramente
muestran patrones especificos de metilacion en distintos tejidos.

La metilacidon de regiones limitrofes (hasta 2kb) a las islas CpG (CpG island shores)
tienen metilacion especifica de tejido. Estas regiones estan relacionadas con la
represion genica.



Islas CpG intragénicas

* Solo la mitad estan relacionadas con Lo

inicios de transcripcién y estan C.
DNMT3 \

anotadas, el resto son islas huérfanas:
intergénicas e intragénicas.

e |dentificadas con herramientas
bioinformaticas (contenido en CpG >

50 % y mas de 200 bp). AT ?? 7
e Presentan sitios de unién de RNA Pol 5@@@?@@% JLMJU
Il > Promotores de genes no sl

anotados, ncRNA

* Mas probabilidad de estar metiladas
y tener metilacién especifica de
tejido.

Reverén Gémez .2011



Metilacion en el cuerpo del gen

Metilacién en sitios pasado el exén 1

Asociado con incremento de expresién génica en células en
division.

Controversia en su papel en la regulacién: en algunos tejidos
estd asociado a la represidon génica



Derivados oxidados de 5mC

 Funcién desconocida:
* ;Simple proceso de desmetilacién o
marcas epigenéticas?

* 5hmC enriquecido en SINEs y LTR
también en promotores, cuerpos

génicos y areas intergénicas en cerebro
y ESC

« 5{C, 5caC enriquecido en repeticiones
satélites

« Distinta afinidad por ciertas proteinas




Modificacion de
Histonas

== Acatylatation
® Phosphorylation
® Ubiguitination




Modificacion de histonas (PTM)

;Qué? Acetylacion, Metilaciéon, Ubiquitinacién, Fosforilacion, ADP-ribosilacion, Sumoilacion....
;Donde? En las colas de las histonas expuestas hacia el lumen del nucleo
(Acetilacion: En los Aa lisina de grupos N-terminal)

;Quién? Proteinas especificas para cada residuo:
Writers: Ahaden las modificaciones a las histonas. Pej. HATs, HPs, HMTs... ™y
Erasers: Eliminan las modificaciones. Pej. HDACs, HDMTs.

Readers: Detectan la existencia de las PTMs en las histonas

si es necesario o no anadir/eliminar las modificaciones

Reclutan writers/erasers Nucleosome

;Cuando? La mayoria ocurren durante la meiosis y primera fase preimplantacién del feto.

Durante la vida debido a factores como estrés, alimentacién o mutaciones

22



Acetilacion de histonas

Neutraliza la carga positiva de las lisinas y
debilita la interaccion entre el DNA'y las histonas.

Regulacion altamente dindmica por la accidon
opuesta de las enzimas Histona acetil
transferasas (HATs) y las Histona deacetilasas
(HDAC:S).

Se acetilan multiples sitios en |la cola de lisinas
N-terminal pero también en el cuerpo de la
histona.

Las HDACs estabilizan la cromatina y son >
represores transcripcionales.

https://www.nature.com/articles/s12276-020-0382-4

Enriquecimiento de acetilacién en
amplificadores (enhancers)




Histone

Phosphorylation/dephosphorylation FOSfO ri I acion d e h ISTOhCI S
( F'F"”MHP‘I) * Tiene lugar en serinas, treoninas y
tirosinas de |la cola N terminal,
® principalmente, aunque también han
ATP sitios en el cuerpo de la histona.

« Controlada por kinasas y fosfatasas.

« Anade carga negativa a las histonas,

influenciando la estructura de la proteina.

« Aunque hay menos sitios modificables
que los sometidos a acetilacion,
producen grandes cambios
estructurales de la cromatina.
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https://www.nature.com/articles/cr201122

Metilacion de histonas

Principalmente ocurre en las cadenas
de lisinas.

No altera la carga de las histonas.

Complejidad en la modificacion:
* Lysinas mono-, di- o tri-metiladas
* Argininas mono, simétricamente o
asimétricamente di-metiladas.

Regulan la unién de factores a Ia
cromatina

* hay mas dominios que reconocen
Kme que cualquier otro tipo de
modificacidn



5Qué efectos tiene cada PTM?

Nomenclatura PTM histonas

H3K79Me2

Histona
modificada

Aminoacido
K: lisina
S: Serina
T:Treonina
R: Arginina
P: Prolina

Grupo quimico
Numero de grupos

c).

Acetylation
H3KDAC

KAT2A, KAT2B, KATGA,
GTF3C4

H3K14AC

KAT2A, KATZB, KATEA,
GTF3CA, KATS5, KAT?,
ELP3

H3K18Ac

KAT2A, KATZB, GTFacA
H3K23Ac

KAT2A, KATEB, KAT?
H3K27Ac

CRESEP, KAT2A
H3K36AC

KAT2A, KAT2B
H3KS56AC

CRESEP, EP300, KAT2A
H3K79Ac and H3K1154c
EP300

H3K122Ac

CRESBP, EP300

Ejemplo PTMs histona 3 (la mas estudiada)

a). Accessible/Open/

H3K9Ae, H3K14Ac, HIK18Ac
H3K23Ac, H3IK27 Ac, HIK36Ac
H3K56Ac, H3IK79Ac, H3K115Ac
H3K122Ac

H3IK4Me
H3K36Me
H3IKT9Me

Active chromatin /\@\/\@\/\@\/

H3K9Me
H3IK27Me

b). Inaccessible/Closed/
Repressed chromatin

Methylation

H3K4Me

KMT2A, KMT2B, KMT2C,
KMT2D, KMT2E, PROMS,
SETD1A, SETD1B, SETD?,
SMYD1, SMYD2, SMYD3,
WHSCIL1, EZH2, ASHIL
CHDB

H3KaMe

KMT1C, KMT1D, KMTBA,

PRDM12, PRDM16, PRDM2,

PROMS, PROMS, SETDB1,
SETDB2, SUV3GH1,
SUV39H2, POGZ
HIK27TMe

KMT1C, KMTBA, KMTEB,
WHSC1, WHSC1L1
H3K36Me

ASHIL, NSD1, SETD2,
SETMAR, SMYD2, WHSC1,
WHSC1L!

H3K79Ms

DOTIL

Acefylation Methylation

HDAC1, HDAG2, HDAC3, H3KAMe

HDAC4, HDACS, HDACG, %  KDM1A, KDM2A, KDM2B,
HDAG?, HDACS *, HDACS, KDM5A, KOMSB, KOMSC %
HDAC10, HDAC11 KDMSD, KDMEB , NO86

H3K9AC H3K9Me

SIRT!, SIRT2, SIRT5,SIRTE  KDM{A, KDM3A, KOM3B,
H3K14Ac KDM4A, KDMA4B, KDMAG,
SIRT!, SIRT2, SIRT3 KDMMD, KDMME, KDMTA,
H3K56AC MINA, PHF2, PHFE , HR
SIRT, SIRT2, SIRT6 H3K27Me

KDMBA, KDMBB, KDM7A,
KDMGC

H3K36Me
KDM2A, KDM2B, KDM3A,
KDVMA, KDMAB, KDMAC,
KDMMD, KDM8, NOBS

Xinked
Y-linked

* X-linked and implicated in psychiatric disorders
Autosomal and implicated in psychiatric disorders|

666066

Acetylation

H3KSAC
BRD4, BRDY, BROT,

BRWD1, CECR2, CREBEP,

DPF3, KAT2A, KAT2B, KATGA,
KAT6B, KMT2A, PERM1, SMARCA2
SMARCA4, TAF1 TAFIL, TRIM33
H3K14AC

ASHIL, ATADZ, BAZ2B, BRD1, BRDM,
BRD7, BROT, BRPF1, BRPF3,
CECR2, CREBBP, DFF3, KATZA,

Methylation

H3KdMe

AIRE, BAZ2A, BPTF, CHD1,
DNMT3L, ING1, INGZ, ING3,
ING4, ING5, KDM4A, KDVAC, %
KDM5A, KDMEB, KDMSC,
KDM7A, KMT2A, MORC3,
MORGC4, PHF2, PHF21, PHF23,
PHF8 , PYGO1, PYGO2, RAG2,
SFMBT1, SGF29, SPINT, TAF3,
TRIM24, UHRF1, WORS, ZCWPW1,

KATZB, KATBA, KATEB, PBRMI, ZCWPW2
SMARCA4, TAF1, TAFIL, TRIM33 ~ H3KiMe
HaK18Ae * ATRX, CBX1, CBX3, CBX4, CBXS,

BRD3,BRDT,PERM1, TRIM33
H3K23Ac

BROT,PERM1, TAF1L, TRIM33
H3K27Ac

CREBBP, TAFIL, TRIM24
H3K36Ac

BRD3, CREBBP, EP300, KAT2B
H3K56Ac

BRD3, CREBBP, EP300
H3K79Ac and H3K115Ac
EP300

H3K122Ac

CREBBP, EP300

CBX6, COYL2, CHD4, EED, EHMTA,
EHMT2, KDM7A, LRWDH,
MPHOSPHS, PHF20, SUVAgHT,
UHRF1

H3K27Me

CBX6, CBXT7, CDYL, CDYL2, EED,
KDM7A, MLLT10, PHF20, SCML2
H3K36Me

ASHI1L, BRPF1, DNMT3A, DNMT38,
GLYR1, MORFAL1, MSHB, MTFZ,
PHF1, PHF19, PHF20, PSIP1,
WHSC1, WHSCIL1, ZMYND11
H3KT9Me

SMN1, PHF20, HDGFRP2

G. Singh. 2018. Biochimica et Bioﬁﬁysica Acta



S

\ N

sQué efectos tiene cada PTM?

H3(9,14,18,56) Activation
H4 (5,8,13,16)
H2A
H2B
H3(3,10,28) Activation
H2A
H2B
H3(17,23) Activation
H4 (3)
Ha éﬂf(,gé;,;)‘?) Activation
H4(20) Repression
H2B (123,120) Activation
H2A (119 .
(119) Repression
H2B (6,7) Repression
H2A (126)
H3 (30-38) Activation
Repression

27
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microRNAs

» Los microRNA (miRNA) son una clase de RNA no codificante pequeno
(~ 22 nucledtidos) que regulan postranscripcionalmente la expresion
génica al interactuar con los mRNA diana.

» Generalmente considerados como reguladores negativos de |a
expresion génica, disminuyendo la estabilidad de los mRNA diana o

limitando su traduccion.

.'(k b\

Typical gene

Direct
protein
assembly

Protein

T

Messenger RNA

Binds to messenger RNA

Bt 111

Protein synthesis
is blocked




microRNA

» Los miRNA actidan a través de la union complementaria especifica de su
regién “semilla” (seed) de 6 - 8 nucledtidos de longitud.

G:U Wobble

» Se unen normalmente con su mMRNA diana en regiones no traducidas (UTR),
llamadas elementos de respuesta de miRNA (MRE).

mRNA RE
5! | | —

3 ]
miRNA "~ T V=2
seed



microRNA

|
microRNA gene or intron Nucleus | Cytoplasm

/
5- “BNAPol Il /1l lTranscription /

s /
/
7 /
o pri-microRNA //
i ¥
I Cleavage /
$ . ’
pre-microRNA
Nuclear export
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e pre-microRNA
______ i 11 M "
‘ lCIGavage horquilla
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cadena microRNA duplex .
t dinami t Degradation
ermodinamicCcamente ) RISC formation
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Mature microRNA 4R
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mRNA target cleavage Translational repression mRNA deadenylation

Antes se nombraban el miRNA
mas estable “miR-XXX" y lo
menos estable “mMiR-XXX*"

Ahora los nombres refieren a
Su posicién relativa en la horquilla

En este caso:
miR-342* = miR-342-3p
miR-342 = miR-342-5p

cadena con menos
estabilidad

termodinamica




MmicroRNAsK o

[T
miRBase

Aunque cualquiera de las dos cadenas del miRNA duplex puede actuar potencialmente
como un miRNA funcional, solo una hebra generalmente se incorpora en el miRISC donde
el miRNA y su mRNA diana interactua.

Accession
Symbol
Description
Gene family

Literature
search

Stem-loop

Deep

sequencing

Confidence

Stem-loop sequence hsa-mir-206

MI0000490 (change log)
HGNC:MIR206

Homo sapiens miR-206 stem-loop

MIPF0000038; mir-1

292 open access papers mention hsa-mir-206
(1926 sentences)

u g uu

5' pgcuu ccgaggccacaugcuucuuuauau  ccaua g a

LEEE TEREERCEERERRECEERERE Ty e 1

3' ugaa ggcuuuggugugugaaggasugua  gguau c© u
g c -a

45586 reads, 375 reads per million, 124 experiments

5p . E

VGCUICCCGAGHCCACAUGCUUCUUUAUAUCCCCAUAUGGAUUNCULUIGCUAUGGAAUGUARGGAAGUGUGUGGULUCGGLARGUG

- g uu

Annotation confidence: not enough data
Feedback: Do you believe this miRNA is real?

| Yes (+44) | No (-3) | Leave comment |

hsa-miR-342

1355616 reads, 2.37e+03 reads per million, 160 experiments

5p .

AGOL

hsa-miR-146a

501920 reads, 777 reads per million, 159 experiments

5 M. 3o !

3p !

JAUCUGUGAL

hsa-miR-100

5736096 reads, 1e+04 reads per million, 159 experiments

5p-

3p?



microRNAs -

Ademas de su importante papel regulador en una variedad de procesos bioldgicos, los
miRNA también pueden ser liberados a la circulacién por tejidos patolégicamente
afectados y mostrar una notable estabilidad en los fluidos corporales.

\
@ RNAbinding proteins
(Ago-2, NPMT1)

9 Pre-miRNA

Mature miRNA
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epigenetic modifier gene
miRNA gene M rimirna ©9- EZH2 pri-miRNA miRNA gene

|-—~b- I—D'— N TN T AAARAA,

°o—

Varela et al. 2013
Control
epigenético de los
microRNA



Organizacidn
3D del genoma




€ anﬁ;mmem Compartment
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La posicién de un locus dentro p:
del nucleo esté relacionada con --
su expresion.

Los genes de la periferia tienden
a ser heterocromatina y no se
expresan.

Los genes mas en nucleo interior ; |
son eucromatina activa. g . crcr

... Cohesin Complex

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8584255/



Territorios Compartimentos Dominios Topolégicamente Loops
cromosomicos AyB Asociados (TADs)

Territorio cromosémico: espacio que ocupa cada cromosoma en el nucleo
Compartimentos: Dentro de cada cromosoma hay regiones de eucromatina (cromatina
abierta, compartimento A) y de heterocromatina (cromatina cerrada, compartimento B)
Cada compartimento tiene dominios topolégicamente asociados (TAD) donde se
aislan elementos del genoma (genes con sus elementos reguladores).

Los TAD estan separados por aisladores que generalmente contienen genes
constitutivos de cromatina abierta.

La alteracién de las fronteras aisladoras impacta en la expresion de los genes.

Jacome-Lépez y Furlan-Magaril, 2020



Metilacion del

RNA




N'-methyladenosine N*-methyladenosine Né-methyladenosine 2\O-methyladenosine N°®2"-O- N®,Né-dimethylade: sine
(m'A) (m?A) dimethyladenosine (m®?A)
(m®Am)
H“N’H H‘N’H H‘N’H H\N,C'h HaC‘N,CI'b
N N B N N X x
30 JNNs ¥ S0 NN GRS &
¢ 12 ¢ I 4 (A2 ¢ (A2
.0 -0 & .0 _.-0
o 0 O o
1 1 i \CHS m

‘OH | )

Metilacion de adenosina

El bloque de adenosina se puede metilar en distintas posiciones
de N

https://doi.org/10.1038/s41576-022-00534-0



tRNA mRNA

Translation? Stability?

* tRNA stability
* tRNA folding

m°A: RNA Né

metiladenosina

* Ribosome heterogeneity

* Translation

* rRNA processu &
Se ha detectado en muchos \
tipos de RNA: rRMA,mRNA,
snRNA y varios RNAs
regulatorios

https://doi.org/10.1038/s41576-022-00534-0



* El 25 % de los mMRNA de mamiferos contiene
mé A, con 1 a 3 modificaciones / transcrito de
media

* Los transcritos modificados con mé A son muy
heterogéneos entre células

 Para la mayoria de mRNA, small RNA y microRNA,
el complejo de metiltransferasa METTL3-

mCA.: RNA N6 METTL14-WTAP es eII responsable de |a

modificacion en el nucleo

metiladenosina * Enriquecimiento de mé6 Aen 3' UTRy cerca de los

codones stop

* Estd disminuido en transcritos de genes
housekeeping ’

« La modificacion del mRNA es reversible mientras
que la del rRNA parece ser constitutiva ,

> 4




b pre-mRNA splicing Direct € mRNA nuclear transport
SRSF3
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https://doi.org/10.1038/s41576-022-00534-0



Epigenética y
Herencia

Impronta génica
Herencia Intergeneracional
Herencia transgeneracional



A ICR (DMR)

Q m™mT 1A]

Impronta genética

(O Maternal chromosome
@ Paternal chromosome
Imprinted genes

P97 Unmethylated

71? Methylated

[ Expressed allele
rx' Non-expressed allele

* Proceso por el cual un gen se encuentra

 Estos genes se silencian en la formacion
de gametos

silenciado en funcion del origen parental CJ o
6 Fertilisation fo 5% E \I il malii:l'ltpef::;‘nce
Edg N

 El silenciamiento se produce por e

mecanismos epigeneticos

e Elsilenciamiento se mantiene en el

individuo y se elimina en la linea of
germinal O, AL R
-
Cada individuo restablece los sellos %G N\
Correspondlentes d SU SeX0 doi: 10.3389/fonc.2021.630482 ;ﬁiﬁ; B

establishment

Imprint

1"t

id =

o | .
*

.
.
.

Extensive epigenetic
reprogramming

Somatic cells (SCs)

Primordial germ cells

Paternal imprint
establishment




Environmental exposure leads to

INTERGENERATIONAL EPIGENETICS
epigenetics marks from FO to F1

| Parent (F0) | Parent (FO)

| Gerﬁﬂﬁﬁ}! ; 4 -
Gz 'Y F\/

ENVIRONMENTAL ENVIRONMENTAL

DAMAGE
PREGNANT SOW BOAR or NON-PREGNANT sow ~ DAMAGE

-
-

| | . Transmision
Progeny (F1) | ) _Pogey ) | epigenétiCd

Progeny (F2) . :
§ Progeny (F2)

Environmental exposure leads to epigenetics marks

TRANSGENERATIONAL EPIGENETICS
from FO0 to Fl, F2, F3 and/ or beyond

Progeny (F3)
doi: 10.3390/ani12010032




Herencia epigenética transgeneracional

* En plantas, hongos y animales modelo como Drosophila o C.
elegans se ha llegado a confirmar esta transmision

* Esta herencia es dificil de confirmar en mamiferos porque
muchos fendmenos aparentemente epigenéticos podrian
estar determinados genéticamente (proteinas, transposonesy
ncRNA estan codificados en el genoma) y por la
reprogramacion que ocurre en el desarrollo.

* Se debe demostrar que otras moléculas distintas al DNA
pueden transmitir informacion hereditaria.
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MicroRNAs

espermaticos

* Alteraciones en el contenido de
RNA del esperma tras una
exposicidon paternal a dafos o
cambios en la dieta pueden
transmitir una modificacién
fenotipica en los descendientes.

* Se ha demostrado por inyeccion de
RNA de machos expuestos al
"dano” en zigotos de individuos no
expuestos.
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Research Article

Transgenerational sperm DMRs escape DNA methylation
erasure during embryonic development and epigenetic
inheritance

Millissia Ben Maamar'-’, Yue Wang?, Eric E. Nilsson®?, Daniel Beck?, Wei Yan®? and Michael K. Skinner(®1-

A DNA Methylation Development
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Herencia epigenética en el gameto materno

e Dificil de estudiar:
* Impacto directo del ambiente materno en el feto

e Las hembras F1 completan la gametogénesis durante la gestacion >
los gametos que daran la F2 también estan expuestos.

e Es necesario eliminar efectos de confusidon: cuidado materno = las
F2 y F3 tendrian que estar criados por animales no expuestos.

e Alternativa:
* Aislar los 6vulos y someterlos a FIV e implantarlos en otras hembras



éHerencia epigenética?

* Existe controversia sobre la herencia transgeneracional en
humanos y otros mamiferos.

* La investigacién en animales modelo sugiere que muchas
enfermedades pueden ser consecuencia de danos
ambientales en generaciones previas.

* Los estudios en humanos se basan en la observaciony
correlacion entre el dano y la enfermedad.



Epigenética y
produccién animal

Nutricion
Caracteres productivos

Respuesta a estrés y patogenos



EPIGENETIC
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Epigenética y nutricidon

 La nutricion es el principal determinante
ambiental en el crecimiento y desarrollo.

* Se ha relacionado con herencia
epigenética inter- y transgeneracional.

« Se han identificado cambios epigenéticos
en tejidos somaticos.

 Las modificaciones de metilacion de DNA
en respuesta a estimulos nutricionales
pueden causar alteraciones en produccién
o susceptibilidad a enfermedades.

- Modificaciones nutricionales durante la
gestacion producen cambios epigenéticos
£f'la descendencia que influyen su
produccion.

/



Epigenética y
reproduccion

« Cambios epigenéticos en el esperma
tienen un impacto en la fertilidad de
los machos y caracteres asociados.

« Bovino: Variaciones de metilaciéon en
genes de remodelacién de la
cromatina y elementos repetidos
entre esperma con alta y baja
motilidad.

 La regulacién epigenética (Metilacidn
DNA) podria explicar las diferencias
de fertilidad causadas por la edad y
estresores como el calor.



Epigenética y
produccién de leche

 Las modificaciones epigenéticas
constituyen un mecanismo de regulacion
de la produccion de leche importante.

* Se han observado diferencias de metilacién
en sangre entre vacas con altay baja
produccidn de leche.

* Se ha asociado |la metilacion anormal del
promotor de aS1-caseina que podrian
afectar a mastitis y tiempo de ordeio
diario.

* Se ha relacionado la metilacion del DNA
con la expresion de microRNAs en la
regulacion de la produccion de proteina.




Epigenética y
produccidon de carne

La relacidn entre metilacion del DNA'y I
desarrollo muscular ha sido muy

estudiada en distintas especies ganaderas.

St

Se han encontrado regiones con metilacién
diferencial asociadas a la terneza de |la
carne.

La metilacion de IGF2 cambia en respuesta
a la restriccidon alimentaria.

Se han identificado DMRs y DMGs entre
cerdos obesos y magros.

El olor de la canal en cerdos también se ha
asociadoa cambios epigenéticos.
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Investigations on Transgenerational Epigenetic Response
Down the Male Line in F2 Pigs
Martin Braunschweig [E} Vidhya Jagannathan, Andreas Gutzwiller, Giuseppe Bee

Published: February 16, 2012 » https://doi.org/10.137 1/journal.pone.0030583

Sows to produce F1 boars

BT

: . . Control diet
Control diet Experimental diet

Control diet Experimental diet *

Starter Grower Finisher Boar Starter Grower Finisher Boar n =5 n - 1 1
Age, months 1-25 25-4 4-5 5-10 1-25 25-4 4-5 5-10
Methionine, g 44 33 25 33 16 85 66 85 F 1
Cysteine, g 33 35 32 29 32 34 32 29
Choline, mg 300 200 1300 1400
Betaine, mg 0 0 1600 1600
Vit. B6, mg 4 3 1600 1600 X
Folate, mg 05 05 200 200
Vit. B12, mg 0.02 0.02 8 8

doi:10.1371/journal pone.0030583.1005

R
N>

Control diet Control diet Sow to produce the F2 generation
Control diet

Cambios en carcasas,

expresion génica y metilacion F2
del promotor del gen IYD en

la F2 de animales con dieta E

Control line 24
Experimental line 36

T

[ ) Control diet
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Epigenética y
sanidad animal

Estrés Ambiental

Respuesta a patogenos



Epigenética y estrés
ambiental

« Se han descrito cambios epigenéticos
(metilacidon de DNA, modificacion de
histonas) en proteinas de choque
térmico en la respuesta del animal al
estrés térmico.

* El estrés térmico afecta al desarrollo
embrionario y fertilidad mediante
modificaciones epigenéticas.

* El estrés hipoxico que afecta a cerdos
en altitudes altas produce cambios de
metilacion.

* El estrés materno en transporte de vacas
puede producir cambios en el
epigenoma de los terneros.
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Epigenética y respuesta
a patdégenos

 Las modificaciones epigenéticas
afectan a la regulacion de la
respuesta inmune a la infeccioén.

* Se han descrito cambios en
metilacion del DNA, enzimas de
control epigenético, modificacién de
histonas y microRNAs en respuesta a
la infeccién por muy diversos
patdgenos.




Aplicaciones de
la epigenética

Biomarcadores

Mejora



microRNA

Biomarcadores
epigenéticos

« Cualquier marca epigenética medible en tejido o
fluidos que pueda:

* ldentificar una condicién de enfermedad
(diagnostico)

 Predecir el desarrollo de una enfermedad
(pronostico)

* Predecir respuesta a terapia (predictivo)

« Monitorear una respuesta al tratamiento

 Predecir el riesgo a padecer una enfermedad
(de riesgo)

« Adecuados para la deteccién de enfermedades
crénicas o silentes.

« En especies ganaderas se estd en una etapa
exploratoria, necesidad de validar
biomarcadores.



/ cuantificar la contribucion de marcadores

Mejora de las producciones

« Tratamientos epigenéticos para procesos
patoldgicos.

» Suplementar datos genéticos con los
epigenéticos para la mejora de las
producciones.

* No se ha demostrado la herencia
transgeneracional de la mayoria de las
modificaciones epigenéticas.

» Se necesita conocer la contribucion de
las alteraciones epigenéticas a la
herencia de caracteres de producciony
sanitarios en ganaderia.

« Se'Aecesitan métodos estadisticos para

epigenéticos a la produccién final




Tecnologias para el
estudio de modificaciones
epigenéticas

Metilacidon del DNA
Acetilacidon de histonas
MicroRNAs



Metilacion del
DNA




Conversion del DNA con bisulfito

NH, Ha

NZ HSO3 )\/’5\ ;5\ le
NH;
. cytosine uracil :
Cytosing sulphonate sulphonate e

NH,
CH -
)\N OH
H

5-methylcytosine



bisulfite
)

Andlisis de 5mC en
genes especificos

PCR + secuenciacion

PCR especifica de metilacién: con
rimers especificos para determinar la
orma metilada.

« gPCR "High resolution melting”
Pirosecuenciacion: permite cuantificar

la incorporacion de nucledétidos
especificos.

Methylation-sensitive single-strand
conformation analysisis (MS-SSCA)

Methylation-sensitive single-nucleotide
primer extension (MS-SnuPE)



. Perfiles de metilacidon a
i nivel genémico

<
me .\‘7 me

I
5.....CCGGCATGTTTAAACGCT.....2

e s - WGBS (Whole Genome

Fillin & add A
me v ne

NP e S Bisultite Sequencing)

A.....GGCCGTACAAATTTGCOA.....¢
Adaptor ligation

me 7 me "
B - I N | ’ . .
\—"T= 5.....CCGGCATGTTTAAACGCT..... A’ —/ . - DNA Fragmgnta"c" End izepa-r Adapter
= A..GGCCGTACAAATTTGCGA......, T S enomic - T Tt iaati
g < ° il TN purification Adenylation Ligation
Bisulfite treatment i
L4
v 4 Size Selection -
me me
o . s = oy = - umays -
s 5T UUGGCATGTTTAAACGUT... A3  ee— PCR
PCR amplification
Q\F
e T...TTGGCATGTTTAAACGTT.....} — Bioinformatics
— A AACCGTACAAATTTGCAA....., ee—

N= 3-4 individuos/grupo
Profundidad de secuenciacidon: 30x



Purification of genomic DNA

= :I o=
E=E
= EH ~
B ‘ . b . ) ‘ - PCR Amplificaiion S
* Detecta el 85 % de las islas CpG
Reduced _ « Reduce costes de secuenciacién
representatlon

bisulfite sequencing
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annealing
Single-base extension

12 samples

Arrays de metilacion

* Solo disponible para humanos

e Analiza 450.000 sitios de
metilacidon

* Cubre la mayoria de las islas
CpG




Andlisis global de metilacién

« ELISA
* Inmunohistoquimica.
* Detectan 5mCy 5 hmC

Single-stranded
DA

A B c D

A DNA ‘r Secondary antibody
conjugated to the enzyme
Primary antibody A Hge Y
J{ {Anti 5-mC) <8 Substrate of the enzyme




Nuevas tecnologias

» Secuenciacién de tercera generacién
Unmodified base .ol Modified base A T:i;::w ( N ano po re )
(L) \ M

e Puede secuenciar el DNA sin

(A VWAL My
- RYAY 4
" “ " “ J tratar
C

Current

 Detecta las 3 variants de Citosina

s g B i B (C, 5mC and 5hmC)y las dos de
— == } ] Adenina (A and 6mA)
e | - * No se puede amplificar por PCR

g G A T Dustoatme mC
H . .
| =% & 2 | b « PacBio SMRT (single molecule real
GTAATG C'GAATTC G TAAGTG L ] f =—-q i | 5 ti m e S e q u e n Ci n g ) :

* 5mC, 5hmC, 6mA and 4mC
simultdneamente

* |deal para genomas bacterianos



Andlisis de
histonas




Chromatine

o imunoprecipitation

VNN s W
WA v
WWW NIV V’Q’W  Cuantificaciéon por gPCR

1. Cross-link bound 2.solate chromatin 3. Precipitate * Secuenciacion
proteins to DNA. and shear DNA. chromatin with
protein-specific
antibody:.
N
ARy SRRY
N NG —
w W
4. Reverse cross-link 5. Ligate P1 and P2
and digest protein. adaptors to construct

fragment library.



Analisis de
ncRNA




Mature microBNA Loaped BT prirmer

I )

v Step 1: Stem-loop RT

Step 2: Real-time PCR

Y
Fooweard primer
“ ||||| LLLURRIRRLRARL)

Reverse primer

Taghtan® probs

Andlisis de small ncRNA

« gPCR para RNAs especificos

« Small RNAseq para identificar
perfiles



Toma de
muestras




Metilacion del DNA y estudio de histonas

* Muestra en funcion del objetivo del estudio:
* Musculo
« Sangre (cuidado con las diferencias en poblaciones celulares)
 Sistema nervioso
* Intestino...

« Para métodos gendmicos se necesita bastante cantidad de DNAy
de buena calidad

« Siempre guardar muestra para validar resultados.

« Aconsejable tomar muestra de tejido para estudio de RNAy
confirmaciéon de cambios de expresion



1mi 81 Gb 30X
Requerimientos de la muestra e

- 1500 € /muestra con
analisis

WGBS Specifications: DNA Sample Requirements

Sample Type Required Amount

Cenomic DNA =200 ng

AZ60/280=18-20

Note: Sample amounts are listed for reference only. Download the Service Specifications or Sample Requirements to learn more. For detailed information,
please contact us with your customized requests.

RRBS Specifications: DNA Sample Requirements

Required amount

Genomic DNA =1ug AZG0/2B80=18-20




Requerimientos de la muestra

ChIP-seq Specifications: DNA Sample Requirements

Required Amount Fragment size

Enriched DNA Sample 2 20 ng (Concentration 2 2 ng/uL) 100 bp~500 bp A2E0/280-18-20

Note: Sample amounts are listed for reference only. Download the Service Specifications or Sample Reguirements to learn maore. For detailed information,
please contact us with your customized requests.




Calidad y cantidad

3 Epigenetics Sequencing

Library Type Sample Type Volume Concentration

Purity
(NanoDrop™ /Agarose Gel)

Whole genome

Methylation (WGBS) Genomic DNA = 200 ng = 20puL = 10 ng/pL
library
Reduced_
Representation Genomic DNA =1lug = 20puL = 20 ng/puL

Bisulfite Sequencing
(RRBS) library

ChiP-seq library Enriched DNA =20ng =20puL = 2 ng/uL
RIP-seq library Enriched RNA =2 100 ng = 20puL 2 3ng/pL
GD
/ Recommended suspension buffer:
TE, EB and TB for DNA and enriched DNA

RNase-free ddH20 for enriched RNA

0 < 0D260/230 < 3;
no degradation,
no contamination

0 < 0D260/230 < 3;
no degradation,
no contamination

Main peak of 100 bp-500 bp

Fragments should be longer than
1000 bp



MicroRNA (ncRNA)

* El tejido dependera del objetivo

* Biomarcadores:
« fluidos biolégicos facilmente accesibles
« Sangre entera (RNAlater) o suero/plasma (preferible)

* Evitar degradacién de la muestra.

« Congelar sangre/plasma o tejido inmediatamente tras su muestreo
« Utilizar protectores frente a RNAsas



Requerimientos de la muestra

sRNA-seq Specifications: RNA Sample Requirements

Library Type Sample Type RNA Integrity Number (Agilent 2100) Purity (NanoDrop)

small RNA Library Total RNA =2 g Animal =75, Plazzuanrg with smoath ba
A260/280=18-22
Peak b 25200 nt. FU>10 A260/230 =218
| eak betwean 25- nt, FU= 10, no
Exosomal Small BNA Library Exosomal RNA =10 ng b Ml

Note: Sample amounts are listed for reference only. Download the Service Specifications or Sample Requirements to learn more. For detailed information,
please contact us with your customized inguiry.

P 300 €/muestra con

/ analisis

/



Casos prdcticos

Scrapie ovino

Epilepsia idiopatica canina
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Naturals:

crapie ovino

frontiers
in Veterinary Science

OPEN ACCESS.

Genome-Wide Methylation Profiling
in the Thalamus of Scrapie Sheep
AdolaidaHomaiz), Aranno San', Sara Sonto', Boatz Ranea’, Ocar Lopez Péoz”,

Pilr Zaragoza', uan J. Badiola®, Hicham Fiai’, Rosa Bolea’, Janne M. Toivonen* and
Inmacuiada Martin-Burriel"+"

san
o v

Scrapie s a neurodegenerative disorder belonging to the group of transmissible
spongiorm encephalopathy (TSE). Scrapie oocurs in sheep and goats, which are
considered good natural animal models of these TSE. Changes in DNA methylation
occur in the central nervous system (ONS) of patents sufleing from prionrlie.
neurodegeneraive diseases, such as Alzheimer's disease. Nevertheless, potential DNA
methylation alteations have ot yet been investigated in the CNS of any prion disease
model or naturally infected cases, neither in humans nor in animals. Genome-wide DNA

with " P )

genome bisulte sequencing WGBS) andysis. Ewes carred the scrapie-suscepiible
ARQUARQ PANP genotype and were sacrifced at a similar age (46 years). Athough

animals, we identifed 8,007 snificant dfierentialy methylated regions (DMPs) and 30
promoters (DMPs). Gene Ontology anaysis revealed that hypomethytated DMPs were.
enviched in genes involved in ransmembrane transport and cell achesion, whereas

M
genes highly expressed i speciic types of NS celis and those previously described
1o be differentially expressed in scrapie brains contained DMRs. Finaly, a quartitative
PCR (qPCA) valdation indicated diferences in the expressin of fve genes (PCDH19,
SNCG, WDR4SB, PEX]

ot oo Altogather DNA
Puoic ey 22
sz sw sres
fen e w0 s INTRODUCTION
ey Prion discses are ftal and transsible neurodegeneraive disorders that occur in humans
o e s o and animal (1) Thee disases are caused by the conformational conversion of the celluar
e ot v 5 sazuer,  pron protin (PrP) 1 an nfctious isoform PP, which is parially resistant to proteases and

pron toform sgrsgate (2. T sccumalation of P i the centrl ervous syt (CNS)
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__Caracteristicas de las muestras

) Pre-QC oD
*Sample * Vol *Species Metl?od *Conc. *Total oD 260/23
Name (pl) (qubit or (ng/ pl) Amount(ng) 260/280 0
nano)
1_758 40 sheep nano 76,24 3049,6 1,61 0,52
2 859 40 sheep nano 76,01 3040,4 1,56 0,35
3941 40 sheep nano 87,01 3480,4 1,69 0,88
4 996 40 sheep nano 80,01 3200,4 1,7 0,6
5 1075 40 sheep nano 80,02 3200,8 1,63 0,79
6_1076 40 sheep nano 79,07 3162,8 1,64 0,87
7 1078 40 sheep nano 81,8 3272 1,67 0,95
8_1086 40 sheep nano 84,5 3380 1,63 0,82
~ L/ °



Perfil de metilacion genomica

Summary of the genomic methylation profile. Percentage of methylated cytosines in all
genome C (mC) or in the CpG, CHG and CHH regions, representing H to A, C or T. The
results are shown as mean * standard deviation in the control group (n = 4), the scrapie
group (n = 4) and the total.

Groups mC mCpG %mCHG %mCHH

Control 4.60 £ 0.16 41.21 £0.37 2.19 £0.12 2.84 +0.21
Scrapie 538 £1.12 41.78 = 1.64 3.02 +1.01 3.61 £1.13
Mean 4.99 +£0.85 41.50 = 1.14 2.61 £0.80 3.22 +0.86

v Y )



Hernaiz et al. (2022)

Perfil de metilacion genomica
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Total DMR:

3,907

4,630

Hipermetiladas:

4,277

-

Hipometiladas:

Hernaiz et al. (2022)

f DMRs

o

Number
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N

ldentificacion de DMR y DMP

Total DMP:

39

Hipermetiladas:
15

|

Hipometiladas:
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~

KCNK4
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Analisis de enriguecimiento

The Most Enriched GO Terms (Scrapie_vs_Control)
.*

Type

| B [ biological_process

* [ cellular_component
g [ molecular_function
I-n
lw

*
*
500 1000 1500

Number of genes

DMR
Hipermetiladas



Y 4 n ™
Analisi

\/
o ket ahesion v psme )

transmembrane transport T
myosin complex 7
protein binding T

G

adenyl nucleotide binding 7

ATP binding 7

adenyl ribonucleotide binding T
small molecule binding
nucleotide binding 1

nucleoside phosphate binding 7
anion binding 7

motor activity 7

carbohydrate derivative bindin...
purine nucleotide binding
purine ribonucleoside triphosp... 1
purine nucleoside binding 7
ribonucleoside binding

purine ribonucleoside binding 1
ribonucleotide binding T

purine ribonucleotide binding 1
nucleoside binding 7

catalytic activity 7

hydrolase activity 7

GO term

phosphoric ester hydrolase act...
guanyl-nucleotide exchange fac... ]
phosphotransferase activity, a...
hydrolase activity, acting on ...
kinase activity T

s de enriguecimiento

The Most Enriched GO Terms (Scrapie_vs_Control)

I*

Type

[ biological_process

[ cellular_component
[ molecular_function

L]
*
*
*

*

*

| III
*
*
* kO

*

Hypomethylated
DMR

* *

*

*I
*
* %
*
* ok 4 *
*
*

Hernaiz et al. (2022)

500 1000 1500
Number of genes ~

(=]



- -/
e Analisis de enriquecimiento

o’
. DMR hipermetiladas: Transduccion
GENE.O.NT.OLOGY de senal intracelular y Union.
- Unifying Biology
DMR hipometiladas: Union y
transporte transmembrana.
b DMR Hipermetiladas: Vias de
K[ SRR ind Catortet Sefializacion del Ca y transportes ABC.
DMR Hipometiladas: Via de
senalizacion del Ca, arrastre
circadiano, via de senalizacion de
Hernaiz et al. (2022) cAMP y‘éinapsié colinérgicas ~
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Epilepsia idiopatica canina: aislamiento y
caracterizacion de exosomas plasmaticos
para su uso como biomarcadores

T LAGENBIO N
Facultad de Veterinaria 1At Laboratorio de T GOBIERNO

Universidad Zaragoza A81  GenéticaBioquimica =< DE ARAGON

Universidad Zaragoza




w7 Epilepsia idiopdtica canina

St

» Forma mas prevalente de epilepsia en
humanos y perros (48-70 % de perros

epllepthOS)- Exosome
biomarkers

» 30-40 % de perros con EI son Change in

exosome

cargo

refractarios al tratamiento.

» Los exosomas circulantes pueden ser
Fuente de biomarcadores.

» Analisis del potencial biomarcadore

de un set de microRNAs




Exosomas

Vesiculas extracelulares esféricas de 30-150 nm de
diametro

Liberados por la mayoria de los tipos celulares

En fluidos bioldgicos de diferentes especies: sangre,
liquido cefalorraquideo, saliva

Mecanismo de comunicacion intercelular a corta o larga
distancia

-/
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\/ - Exosomas

'’
Contenido varia segun el tipo de célula de origen y el estado fisiologico o patologico
Fuente de biomarcadores
Atraviesan barrera hematoencefalica
Antigeno de Moléculas de
superficie adhesion
FSS Carga depende de:
Yok > Célula de origen
Acidos nucléicos, proteinas, lipidos u “ - g
- Condiciones celulares
L) _ - Tratamientos
Balsa sy, -~ Tetraspanina
lipidica
Imagen realizada con BioRender - Ry L

101
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\/ - Material y métodos

CARACTERIZACION CUANTIFICACION

Control [ ] oA ol
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- Cdrdc’rerizqcién de exosomas

SENSIBLES REFRACTARIOS CONTROL

MUESTRAS
NO DILUIDAS

MUESTRAS
DILUIDAS 1:200
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Andlisis de los niveles de microRNAs
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“sRNAseq plasma perros El

Sample Grade Suggestion
Quantity
36 [FAIL] |The quality of the sample is not up to our standards. We

recommend that you resend the samples. If you are willing
to accept the possibility of a reduction in the amount or
quality of data, we can proceed with caution.

- \/ ) v/
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3.QC Results

3.1 QC Results Summary

No. Sample Name Nucleic Acid ID ‘Concentration(ng/ul) Volumeiul) Total amountiug) Integrity value Sample QC Rezults Sample QC Memo Sample volume for electrophoresiz(ul)
1 Rl FEFMN230243304-14 0.143 10.00 0.00149 250 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amowmnt 2.00
2 81 16.000 860 0.13760 1.00 Fail Ungqualified RIN, Insufficient total amount 200
3 Cl FERN23024; 2.000 750 100 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 200
4 R2 FEFRN230, 850 1.00 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 200
3 82 FEFRMN230, 240 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 2.00
6 Ccz FERMN23024 250 Fail Ungqualified RIN, Insufficient total amount 200
7 R FREN230245510-14 1.00 Fail Unqualified RIN Insufficient total zmownt 100
3 83 FERN230M4 250 Fail Ungqualifiad RIN Insufficient total amownt 200
s C3 FERN2302453 240 Fail Ungqualifiad RIN Insufficient total amownt 200
10 F4 FEFRN230245513-14 690 1.00 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 2.00
il 4 FHEM230245514-14 8.60 280 Fail Unqualified RIN Insufficient total zmownt 100
12 o4 FHREN230245515-14 870 250 Fail Unqualified RIN Insufficient total zmownt 200
13 RS FRFMN230243516-14 7.70 100 Fail Ungqualifiad RIN Insufficient total amownt 2.00
14 85 FEFRN230243517-14 B.60 2.50 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 2.00
15 C3s FEFMN230245318-14 870 250 Fail Unqualified RIN Insufficient total amowmnt 2.00
16 Rb FHEN230245519-14 7.00 1.00 Fail Ungqualified RIN Insufficient total zmownt 100
17 S6 FEFN230245520-14 5.80 1.00 Fail Ungqualifiad RIN Insufficient total amowat 2.00
13 Cé FRFM230243521-14 3.000 740 100 Fail Ungqualified RIN Insufficient total 2mownt L00
19 R7 FEFRN230243 1.933 840 2.50 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 2.00
20 87 FERN230245 3.000 450 1.00 Fail Unqualified RIN Insufficient total zmownt 100
21 C7 FERN23024: 0431 620 250 Fail Ungqualified RIN Insufficient total zmowunt 200
n RS FKFMN230245325-14 2.000 670 1.00 Fail Ungqualified RIN Insufficient total 2mownt 2.00
23 58 FERN230, 6.50 1.00 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 2.00
24 cs FERMN23024 1000 240 Fail Unquahfied RIN, Insufficient total amownt 200
25 R9 FERN23024; 750 100 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt L00
26 59 FRFRMN23024552 £.00 1.00 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 1.00
27 o FERMN23024; 640 1.00 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 2.00
28 R10 FRRMN23024: 10.00 1.00 Fail Ungqualified RIN Insufficient total zmownt 100
29 510 FERMN23024; 10.00 250 Fail Ungqualifiad RIN Insufficient total amownt 2.00
30 Cl10 FRFM2302: 270 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 2.00
31 RI11 FERN230, 940 Fail Ungqualified RIN Insufficient total amownt 2.00
32 51 FERN23024: 10.00 250 Fail Unqualified RIN Insufficient total amowunt 2.00
33 cu FERN2302: 0.760 9.00 240 Fail Ungqualified RIN Insufficient total zmowunt 200
34 RI12 FEFMN23024: 740 230 Fail Ungqualified RIN Insufficient total 2mownt 2.00
35 512 FEFN23024: 9.00 2.50 Fail Unqualified RIN Insufficient total amownt 2.00
36 ci1z FERMN230245539-14 0307 760 250 Fal Unqualified RIN, Insufficient total amount 200
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0,00149
o/ C1 0,01580 1
R3 0,07600 1
1.2 Data Quality Summary R11 0,07520 1,3

Data Quality Summary: Table 1.

Table I Data Quality Summary

15211114 0.01 99.34 9762 52.63
Cc1 10376410 0.5 0.01 99.32 97.56 23.06
R3 17670873 0.9 0.1 99.30 97.36 52.96
RN 11831736 0.6 0.01 99.33 9767 9282

Sample: zample ID.

Paw reads: Four rows as a umit to calculate the sequence number of each raw data file.
Baw bases: (Number of sequences) * (sequence length), use G for umt

Error rate: base error rate.

Q20, Q30: (Baze number of Phred value = 20{= 30}) / (Total base number).

GC content; (G&C baze number) | (Total baze number).






