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Introducción




Next Generation Sequencing 



Recientemente se ha habido un cambio en cuanto al uso generalizado de la tecnología de Sanger para obtener secuencias de ácidos nucléicos, la cual había predominado durante más de dos décadas. Ahora, las metodologías de secuenciación de alto rendimiento permiten conseguir grandes cantidades de datos con una menor inversión (Metzker, 2010). Algunas de las tecnologías de secuenciación de nueva generación más conocidas son: Roche, SOLiD e Illumina. 



RNA-sequencing 



RNA-sequencing (RNA-Seq) es una herramienta recientemente desarrollada que permite el análisis de transcriptomas provenientes de tecnologías de secuenciación profunda (Wang, Gerstein y Snyder, 2009). El transcriptoma es un conjunto completo de los transcritos en una célula; entenderlo es esencial para interpretar los elementos funcionales del genoma y revelar los componentes moleculares de células y tejidos; también puede ser útil para el análisis de enfermedades y su desarrollo (Augen, 2004).



Entorno y flujo de trabajo RNA-Seq



Una investigación basada en RNA-Seq involucra una serie de etapas de análisis de datos, dentro de las cuales se resaltan: control de calidad, preprocesamiento, alineamiento o mapeo, ensamble, anotación y expresión diferencial. Cada una de estas etapas requiere una variedad de herramientas bioinformáticas que, en su gran mayoría, son de uso libre; pero con una exigencia de conocimientos informáticos en cuanto a instalación, configuración, integración y uso, que dificultan su apropiación por parte del científico biólogo o médico.


Este libro presenta una guía práctica para el acondicionamiento y uso de un entorno de trabajo bioinformático para RNA-Seq. Se exponen paso a paso los procesos de instalación, integración y uso de las herramientas informáticas generales y bioinformáticas asociadas con las etapas de análisis de datos transcriptómicos.


Con el objeto de ilustrar al lector en cuanto a la estructura del libro, la figura 1 representa la estructura del entorno de trabajo y lo relaciona con cada una de las herramientas que se van a usar y con el capítulo del libro que contiene su explicación.


Figura 1. Arquitectura general del entorno de trabajo
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Capítulo 1.



Sistema operativo


El sistema operativo base del entorno de trabajo bioinformático que se va a utilizar es Linux Debian (figura 2), debido a que la mayoría de herramientas bioinformáticas utilizadas en el procesamiento RNA-Seq tienen versiones disponibles para este sistema operativo. Adicionalmente, su fácil uso, junto con la baja demanda de recursos físicos, hace que sea un sistema operativo ideal para la construcción del entorno de trabajo aquí propuesto. El sistema operativo Linux Debian necesariamente debe instalarse en una máquina con una arquitectura de 64 bits (debido a que la mayoría de las herramientas así lo demandan).


Figura 2. Logo de Debian


[image: Figura 2. Logo de Debian]


Fuente: Debian. Logotipos de Debian. Recuperado de: https://www.debian.org/logos/



Descarga del sistema operativo



Para la instalación de Debian, es necesario tener un CD/DVD (o su imagen virtual correspondiente) con el instalador. Se puede encontrar la lista de descargas de Debian en el siguiente enlace: http://www.debian.org/releases/stable/debian-installer/


Como se mencionó, es necesario usar Debian de 64 bits, y es recomendable utilizar alguno de los full DVD sets, ya que estos cuentan con muchas herramientas básicas preinstaladas y facilitarán el proceso de acondicionamiento de la máquina, tanto para los prerrequisitos de los paquetes generales como de las bibliotecas (informáticas).



Instalación del sistema operativo



Se puede encontrar la guía de instalación de Debian de 64 bits en el siguiente enlace: http://www.debian.org/releases/stable/amd64/


Esta cuenta con toda la información que necesita para la instalación de Debian, incluido un preámbulo sobre Linux y sistemas operativos de 64 bits, una guía sobre el proceso de instalación y una orientación para usuarios nuevos en Linux. Si tiene conocimientos básicos puede leer directamente el capítulo 5 de la guía, llamado “Arranque del sistema de instalación”.



Requisitos para el sistema operativo



Cada una de las herramientas bioinformáticas tiene ciertos prerrequisitos en cuanto a bibliotecas y paquetes; por lo tanto, se recomienda instalar previamente dichas dependencias antes de proseguir con las herramientas. La mayoría de los paquetes generales y bibliotecas se pueden instalar directamente desde los repositorios de Debian, y muchos de estos ya vienen preinstalados con la instalación completa de Debian. A continuación se listan los paquetes generales y las bibliotecas necesarias para el acondicionamiento del entorno de trabajo.



Paquetes generales



• Screen: Gestión de sesiones de terminal


https://packages.debian.org/wheezy/screen


• Nmap: Utilidades para red


https://packages.debian.org/wheezy/nmap


• Vim: Edición de archivos


https://packages.debian.org/wheezy/vim


• Htop: Gestión de procesos


https://packages.debian.org/wheezy/htop


• Build-essential: Compilación de programas (gcc, make, g++)


https://packages.debian.org/wheezy/build-essential


• Alien: Conversión RPM a DEB


https://packages.debian.org/wheezy/alien


• phpmyadmin: GUI for mysql


https://packages.debian.org/stable/web/phpmyadmin


• mysql-server: Servidor mysql


https://packages.debian.org/wheezy/mysql-server


• python-pip: Gestión de bibliotecas de python


https://packages.debian.org/stable/python/python-pip


• python-dev: Código de fuente de python. (Útil para compilar bibliotecas)


https://packages.debian.org/wheezy/python-dev


• libncurses-dev cmake-curses-gui: Bibliotecas de Curses (para compilar RSEM)


https://packages.debian.org/wheezy/libncurses-dev


https://packages.debian.org/wheezy/cmake-curses-gui


• sysstat: Estadísticas de procesos


https://packages.debian.org/stable/admin/sysstat


• python-psutil: Utilidades del sistema para python


https://packages.debian.org/wheezy/python-psutil


• python-gnuplot: Paquete de graficación


https://packages.debian.org/wheezy/python-gnuplot



Bibliotecas



•zlib1g-dev: Biblioteca de compresión (instalada para TRINITY)


https://packages.debian.org/wheezy/zlib1g-dev


• libperlio-gzip-perl: Biblioteca de compresión (instalada para TRINITY)


https://packages.debian.org/it/source/wheezy/libperlio-gzip-perl


• Bioperl: Bibliotecas de perl para bioinformática


https://packages.debian.org/wheezy/bioperl


• Biopython: Bibliotecas de python para bioinformática


https://packages.debian.org/wheezy/python-biopython-sql


• python-mysqldb: Conector python con mysql


https://packages.debian.org/wheezy/python-mysqldb


• python-reportlab: Biblioteca para generar reportes en PDF


https://packages.debian.org/wheezy/python-reportlab


• pygal: Biblioteca python para SVG


http://pygal.org/


• libxml2-dev: Biblioteca de XMLpara compilar


https://packages.debian.org/wheezy/libxml2-dev


• libxslt-dev: Biblioteca de XLS para compilar


https://packages.debian.org/source/wheezy/libxslt


• libglib2.0-dev libglib2.0-bin: Bibliotecas glib2 (para compilar)


https://packages.debian.org/wheezy/libglib2.0-0


https://packages.debian.org/wheezy/libglib2.0-bin


• libffi-dev: Biblioteca para compilar cairoSVG


https://packages.debian.org/wheezy/libffi-dev


• Cairosvg: Biblioteca para manejar SVG


https://packages.debian.org/hu/source/wheezy/python/cairosvg


• libforks-perl: Forks para perl (Maker)


https://packages.debian.org/wheezy/libforks-perl


• libboost-signals-dev: Biblioteca para manejar señales en c++


https://packages.debian.org/wheezy/libboost-signals-dev


• texlive-latex-base: Biblioteca para LateX


https://packages.debian.org/wheezy/texlive-latex-base


• unsafe-signals-perl: Biblioteca para Maker


http://search.cpan.org/~rgarcia/Perl-Unsafe-Signals-0.02/Signals.pm


• Inline-perl: Biblioteca para Maker


https://packages.debian.org/ca/source/wheezy/perl/libtest-inline-perl


• libbam-dev: Biblioteca para procesamiento del formato bam


https://packages.debian.org/wheezy/libbam-dev


• libboost-thread-dev: Biblioteca para gestión de hilos


https://packages.debian.org/wheezy/libboost-thread-dev


• libboost-dev: Biblioteca de boost


https://packages.debian.org/wheezy/libboost-all-dev
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Herramientas bioinformáticas


Figura 3. Computador con software bioinformático


[image: Figura 3. Computador con software bioinformático]


Fuente: freevector.com



Control de calidad



Actualmente los secuenciadores de alto desempeño pueden generar decenas de millones de secuencias en una sola corrida; esta gran cantidad puede tener errores, debido a problemas generados por las máquinas y a procesos de secuenciación. Las secuencias con errores generan una baja en la calidad de la muestra, y esto puede llevar a resultados erróneos o inconclusos en análisis posteriores. Para resolver este problema, se hace un análisis estadístico mediante la asociación de las lecturas y los índices de calidad arrojados por el secuenciador. A continuación se describen las herramientas que se utilizarán en el entorno de trabajo para el análisis de calidad.



FastQC



Figura 4. Logo de FAstQC


[image: Figura 4. Logo de FAstQC]


Fuente: página web oficial del proyecto de FastQC.


FastQC tiene como objetivo proporcionar una forma sencilla de hacer algunas verificaciones de control de calidad de datos sobre secuencias crudas procedentes de los pipelines de secuenciación de alto rendimiento (Andrews, 2010). FastQC proporciona un conjunto modular de análisis con el cual dar una vista rápida a los datos que tengan algún problema y así tenerlos en cuenta antes de hacer un análisis más profundo. Dentro de los resultados del análisis de calidad de las lecturas es posible encontrar:


• Estadísticas básicas.


• Calidad de secuencia por base.


• Puntaje de calidad por secuencia.


• Contenido de secuencia por base.


• Contenido de GC por base.


• Contenido de GC por secuencia.


• Contenido de N por base.


• Distribución de longitud de secuencia.


• Secuencias duplicadas.


• Secuencias sobrerrepresentadas.


• K-mer sobrerrepresentados.


Datos técnicos de la herramienta:


















	Nombre


	FastQC







	Función


	Herramienta de control de calidad para datos de secuencias de alto desempeño







	Versión


	0.11.2 liberada el 6 de junio de 2014







	Lenguaje


	JAVA







	Licencia


	GPL v3







	Desarrollador


	Grupo de Bioinformática del Instituto Babrahan













A continuación se describe el proceso de instalación y uso de la herramienta FastQC.


Requisitos


FastQC cuenta con dos requisitos para su correcta instalación: el primero es un adecuado Java Runtime Environment (JRE) para el sistema operativo Debian de 64 bits; el segundo es la biblioteca informática PICARD, para el procesamiento de archivos BAM/SAM, que se puede encontrar junto con la descarga de FastQC.


Descarga


La herramienta se descarga por medio del navegador desde la página de proyectos del Instituto Babraham (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/download.html#fastqc) o por medio del terminal, introduciendo el siguiente comando:
















	# wget http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/fastqc_v0.11.2.zip













Instalación


Para la instalación de esta herramienta se debe descomprimir el archivo que se descargó en el paso anterior, lo cual se hace con el comando unzip, seguido del nombre del archivo descargado:
















	# unzip fastqc_v0.10.2.zip













Luego se accede a la carpeta resultante de la descompresión y se deben cambiar los permisos de la carpeta en su interior llamada “fastqc” por medio del comando chmod a permisos 755:
















	
# cd fastqc


# chmod 755 fastqc














Finalmente, se crea un enlace simbólico que le permitirá al usuario acceder a esta herramienta sin importar en qué directorio se encuentre:
















	# ln -s $PWD/fastqc /usr/bin/













Nota. El enlace simbólico apunta a la ubicación donde se descomprime la herramienta; por este motivo, después de crear el enlace, no se debe cambiar de ubicación la herramienta.


Guía de uso


FastQC se ejecuta por medio del terminal, utilizando el comando fastqc más el nombre del archivo que se va a analizar. Para los ejemplos de uso se va a asumir que el archivo se llama “sequences.fastq”.


Para la ejecución básica de FastQC, el usuario se debe ubicar en la carpeta donde se encuentra el archivo que se va a analizar e introducir el siguiente comando:
















	# fastqc sequences.fastq	













Al ejecutar este comando, FastQC muestra en consola el resultado del análisis y, adicionalmente, genera un reporte en html que muestra de una manera amigable los resultados con datos e imágenes. Además, FastQC cuenta con opciones que ayudan al usuario a ejecutar el análisis según sus necesidades. A continuación se explica el uso de cada una de estas opciones:


Opción -o: sirve para especificar el directorio donde el usuario desea que se ubiquen los archivos de salida. Este directorio debe ser creado previamente, ya que el programa no lo creará. Si no se especifica esta opción al ejecutar fastqc, la salida de los archivos se ubicaran en la misma carpeta donde se encuentra el archivo que se va a analizar.


Para especificar esta opción se debe escribir -o seguido de la ubicación donde se desea la salida de los archivos. En este ejemplo se va a usar la ubicación “/home/user/resultados”:
















	# fastqc -o /home/user/resultados sequences.fastq













Opción --extract: FastQC crea un reporte en html junto con un archivo comprimido que contiene las imágenes y los datos adicionales del reporte. Esta opción descomprime este archivo automáticamente.


Para especificar esta opción se debe escribir --extract:
















	# fastqc --extract sequences.fastq













Opción -j: le permite al usuario especificar la ubicación del binario de JAVA que se va a usar; si no se usa esta opción, el programa utilizará el binario de JAVA configurado en el PATH.


Para especificar esta opción se debe escribir -j seguido de la ubicación del binario de JAVA:
















	# fastqc --extract sequences.fastq













Opción --nogroup: deshabilita la agrupación de bases para las lecturas de más de 50 bp, lo que causa que los reportes muestren la información para cada base en la lectura.


Para especificar esta opción se debe escribir --nogroup:
















	# fastqc --nogroup sequences.fastq













Opción -f: permite al usuario evitar la detección de formato de los archivos que va a analizar; si no se especifica esta opción, FastQC solo reconocerá archivos con formato bam, sam, bam_mapped, sam_mapped y fastq.


Para especificar esta opción se debe escribir -f:
















	# fastqc -f sequences.txt













Opción -t: esta opción sirve para especificar el número de archivos que se pueden procesar simultáneamente.


Para especificar esta opción se debe escribir -t seguido del número de archivos que se van a procesar simultáneamente:
















	# fastqc -t 6 sequences.fastq













Opción -c: le permite al usuario especificar un archivo con secuencias contaminantes, con el objeto de comparar el archivo analizado y detectar este tipo de secuencias.


Para especificar esta opción se debe escribir -c seguido de la ubicación del archivo con la lista de contaminantes:
















	# fastqc -c contaminants.txt sequences.fastq













Opción -a: le permite al usuario especificar un archivo con secuencias adaptadoras, con el objeto de comparar el archivo analizado y detectar este tipo de secuencias.


Para especificar esta opción se debe escribir -a seguido de la ubicación del archivo con la lista de adaptadores:
















	# fastqc -a adapters.txt sequences.fastq













Opción -l: le permite al usuario especificar un archivo con el cual se configura los límites de “advertencia” y “error” para cada análisis.


Para especificar esta opción se debe escribir -l seguido de la ubicación del archivo con la configuración de límites:
















	# fastqc -l limits.txt sequences.fastq













Opción -k: le permite al usuario especificar una longitud de “K-mer” en el módulo de contenido de “K-mer”. Si no se especifica esta opción, el valor predeterminado será 5.


Para especificar esta opción se debe escribir -k seguido de la longitud de “K-mer” que se va a buscar. Este valor debe ser un número entre 2 y 10.
















	# fastqc -k 10 sequences.fastq













Opción -d: le permite al usuario especificar un directorio donde se crearán los archivos temporales antes de copiarlos a la ubicación final. Si no se especifica esta opción, el valor predeterminado será el directorio temp.


Para especificar esta opción se debe escribir -d seguido de la ubicación donde el usuario desea crear los archivos temporales:
















	# fastqc -d /home/user/tmp sequences.fastq













Las anteriores opciones pueden combinarse para lograr el procesamiento deseado.


Archivos de entrada y salida


FastQC recibe como entrada un archivo en alguno de los siguientes formatos:


FASTQ, BAM, SAM, BAM_MAPPED o SAM_MAPPED y devuelve como resultado un archivo en el mismo formato con la información de calidad hallada. Si se desea utilizar un archivo con una extensión diferente a las nombradas anteriormente, se debe revisar la opción -f.



Preprocesamiento



En esta etapa se remueven artefactos de los set de datos antes de ser ensamblados con el fin de mejorar la calidad de las lecturas, lo cual, a la vez, mejora la precisión y el rendimiento computacional en procesamiento posterior, por ejemplo, el ensamblaje. Esta etapa es altamente recomendada y se puede ejecutar usando diversas herramientas y métodos como el análisis de calidad, clipping, trimming, eliminación de ribosomales y normalización. Como primer paso es necesario analizar la calidad de todas las lecturas, para así determinar qué artefactos serán eliminados y, posteriormente, se ejecutan los métodos necesarios según los hallazgos del análisis.



FASTX-Toolkit



FASTX-Toolkit (Gordon & Hannon, 2010) es una colección de herramientas para el preprocesamiento de archivos FASTA/FASTQ con lecturas cortas. Las herramientas disponibles dentro del kit son:


• FASTQ-to-FASTA converter: convierte archivos con formato FASTQ a formato FASTA.


• FASTQ Information: genera una gráfica de estadísticas de calidad y distribución de nucleótidos.


• Collapser: colapsa secuencias idénticas en un archivo con formato FASTA/FASTQ.


• Trimmer: remueve lecturas que no estén dentro de un umbral de longitud.


• Renamer: renombra los identificadores de las secuencias.


• Clipper: remueve adaptadores/conectores de secuenciación.


• Reverse-Complement: crea el complemento-inverso de cada secuencia.


• Barcode splitter: divide un archivo FASTQ/FASTA en varios archivos más pequeños al encontrar códigos de barras.


• Formatter: cambia el ancho de las secuencias en un archivo FASTA.


• Nucleotide Changer: convierte las secuencias de un archivo FASTA a RNA o a DNA.


• Quality Filter: filtra las secuencias basadas en la calidad.


• Quality Trimmer: remueve lecturas que no estén dentro de un umbral de calidad.


Datos técnicos de la herramienta:


















	Nombre


	FASTX-Toolkit







	Función


	Herramienta para el preprocesamiento de secuencias de lecturas cortas







	Versión


	0.0.13 liberada el 2 de febrero de 2010







	Lenguaje


	Bash, Perl







	Licencia


	GPL v3







	Desarrollador


	Gordon de Cold Spring Harbor Laboratory













A continuación se describe el proceso de instalación y uso de la herramienta FASTX-Toolkit.


Requisitos


FASTX-Toolkit necesita cumplir 5 requisitos para su correcta instalación: 1) tener instalada la biblioteca informática llamada libgtextutils-0.6; 2) tener instalado el compilador G++ 4.1.2 o superior; 3) tener Perl con dos módulos: PerlIO::gzip y GD::Graph::bars; 4) tener GNU sed, y 5) tener instalado gnuplot 4.2 o superior.


Descarga


La descarga de la herramienta se puede hacer por medio de un navegador desde la página del proyecto (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/download.html) o por medio del terminal introduciendo el siguiente comando:
















	# wget http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/fastx_toolkit-0.0.13.tar.bz2













Instalación


Esta instalación se puede hacer por medio de dos métodos: el primero es instalar la herramienta desde el repositorio de paquetes de Debian y el segundo es descargando el programa y compilarlo. La diferencia primordial entre estos dos métodos es que en la primera opción el usuario se limita a usar la versión del programa que se encuentra en el repositorio; en cambio, en la segunda opción, el usuario descarga y compila cualquier versión del programa.


Instalación por repositorio. Simplemente se escribe el siguiente comando en la terminal:
















	# sudo aptitude install fastx-toolkit













Instalación manual. Para la instalación de esta herramienta se debe descomprimir el archivo que se descargó en el paso anterior, lo cual se hace con el comando tar seguido del nombre del archivo descargado:
















	# tar -xjf fastx_toolkit-0.0.13.tar.bz2













Luego se accede a la carpeta resultante de la descompresión y se procede a una instalación típica de Linux:
















	
# cd fastx_toolkit-0.0.13


#./configure


# make


# sudo make install














Nota. Cada línea representa un comando que se debe introducir en la terminal.


Finalmente se actualizan las bibliotecas guardadas en caché:
















	# sudo ldconfig













Guía de uso


Cada una de las herramientas tiene un comando diferente para su ejecución. A continuación se describen las opciones generales para las herramientas y luego se describen detalladamente los parámetros que usa cada una de las herramientas. Opciones generales (válidas par todas las herramientas incluidas en FASTX-Toolkit):
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