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Por fin tenemos datos. . . ahora al
análisis
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El otro problema

� A Illumina, y me imagino que las otras, no les interesa
desarrollar algoritmos que faciliten el análisis más allá de
un nivel que consideran suficiente. Excepto en el análisis
de imágenes.

� Lo dejan todo en manos de los investigadores :)
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Además, todo cambia MUY
rápido!!
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Los ĺıderes

� 128 ∗ 690000 = 88320000 USD

� Broad, BGI, Sanger
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Soluciones Integrales

� Bioconductor

� CLCbio Genomics Workbench

� Mosaik

� Programas de las compañ́ıas de secuenciación: ELAND,
Newbler, entre otros.

� SHORE. . .
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CLCbio Genomics Workbench

El problema principal es el precio, aunque está disponible en
modo de prueba.
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Mosaik

� Es muy nuevo aśı que siguen arreglando errores, pero tiene
potencial.

� ¿Pero se nos olvida algo?
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¿Tenemos muchas o pocas
secuencias únicas?
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Frecuencia de NTs del otro par
s_8_2_sequence.txt

Cycle −− N Seqs: 4107504 Obs. GC: 62.678

P
er

ce
nt

ag
e

0

20

40

60

0 10 20 30 40 50

A
C
G
T
GC
N

14 / 53



Curso
MEyAdDG

lcollado

Inicio

Intro

Soluciones

La realidad

Tipos de
análisis

Alineadores

Un caso de
RNA-seq
eucarionte

¿Y la calidad?
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El par no pinta bien
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Para entender mejor
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Aśı que. . .

Hay que filtrar!

� Por calidad.

� Por un ciclo dado.

� Por la presencia de Ns.

� Las secuencias compuestas priomordialmente de una sola
base.

� Eliminar secuencia de adaptadores.

� Calidad del alineamiento.

� Lo que inventen :)

18 / 53



Curso
MEyAdDG

lcollado

Inicio

Intro

Soluciones

La realidad

Tipos de
análisis

Alineadores

Un caso de
RNA-seq
eucarionte

Recordando

19 / 53



Curso
MEyAdDG

lcollado

Inicio

Intro

Soluciones

La realidad

Tipos de
análisis

Alineadores

Un caso de
RNA-seq
eucarionte
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Ensamblado de novo
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Lo básico

� Como pueden ver, hay que filtar y alinear en todo tipo
aplicación.
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El famoso MAQ

� Todo gracias a Heng Li del Sanger.

� El primero en usar las calidades al momento de alinear.

� Bastante rápido.

� Trae un identificador de SNPs.

� Visualizador de alineamientos asociado: mapview.

� Muy bien documentado.
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Salmonella Typhi con MAQ
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alineadores
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Hash Index - Spaced Seeds

� MAQ, SHRiMP, ELAND, SOAP, MOSAIK, ZOOM,
BFAST, . . .
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Burrows-Wheeler Transform

� Bowtie, BWA, SOAP2, . . .
� Generalmente son MUCHO más rápidos.

31 / 53



Curso
MEyAdDG

lcollado

Inicio

Intro

Soluciones

La realidad

Tipos de
análisis

Alineadores

Un caso de
RNA-seq
eucarionte

SHRiMP

� De los primeros en poder manejar datos de SOLiD.

� Implementa un alineamiento Smith-Waterman en el
proceso. Aumenta la precisión.
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¿Qué notan?

Son datos de Ciona savignyi
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Bowtie

� Desarrollado por Ben Langmead

� Extremadamente rápido

� Similar a MAQ en la forma de uso

� Basado en el BWT

� Corre en paralelo
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Bowtie: creando ı́ndices
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Siempre queremos más :)

> (1e+09 * 50)/(2 * 3e+09)

[1] 8.333333

> 1e+09/(2e+07 * 8)

[1] 6.25
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BFAST

� Desarrollado por Nils Homer

� Rápido aunque no tanto como Bowtie

� Utiliza un alineamiento tipo Smith-Waterman. Es mucho
más sensible!

� Acepta datos de SOLiD

� Mucho más robusto que cualquier otro so far

� Bastante nuevo.

41 / 53



Curso
MEyAdDG

lcollado

Inicio

Intro

Soluciones

La realidad

Tipos de
análisis

Alineadores

Un caso de
RNA-seq
eucarionte

BFAST: el plan
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BFAST: creando un ı́ndice
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BFAST vs otros con datos reales
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Para todos gustos

Acuérdense de fijarse

� La sensibilidad.

� La velocidad, si es crucial.

� La memoria requerida.

� Exploren los parámetros.

� Chequen que estén bien los archivos de entrada. Cada
programa puede usar uno diferente.
Cuidado con secuencias paired-end y mate-pair.
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El t́ıo SAM

� Heng Li y otros desarrollaron SAMtools que entre otras
funciones, su objetivo es unificar formatos de salida de los
alineadores.

� Está muy relacionado a su hermano BAMtools.

� http://samtools.sourceforge.net/
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Ewan Birney

� Having a large memory machine - whatever route used
here - is always useful. I would buy the largest machine
which still has a reasonable linear trend of memory cost
(at one goes up in memory, there is often a sharp increase
in cost which is not linear. Buy just below that with lots of
cores). This machine therefore, with the right number of
cores, can be part of a standard farm without much cost
penalty and can be used for these other tasks. This is
often a 128GB or 256GB machine, but...you need to talk
to vendors.
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Programas a usar - Ben Langmead

1 TopHat
▶ Alinea las secs. para identificar uniones exón-exón
▶ Las secs. tienen que ser del mismo tamaño y no identifica

indeles menores a cierto umbral.
▶ O todas son PE o todas son SE.
▶ No usa genoma de referencia.
▶ Usa Bowtie para identificar exones potenciales.
▶ Construye una db de posibles uniones y luego las confirma

(3 tipos de evidencia).

2 Cufflinks
▶ Ensambla secs. alineadas en transcritos y estima su

abundancia.
▶ Mide la abundancia en RPKM: reads per pk of exon model

per million mapped reads
▶ La version actual es beta.
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Análisis

� Nos dan los datos: 100mil secuencias de 36pb de un
experimento RNA-seq de Drosophila melanogaster.

� Leer en R, explorar las secuencias y filtrar: las que tienen
Ns y no son del cromosoma. Nos quedamos con 55 %1

� Calcular la cobertura con IRanges.

� Obtener la anotación del genoma usando biomaRt para
conectarnos a ENSEMBL.

� Pasar la anotación a un objeto de IRanges.

� Calcular la cobertura por exón y por transcrito.

� Visualizar la cobertura en un Genome Browser como el de
UCSC.

� Excluyendo solo las secs con Ns, corremos TopHat.

� Visualizar los archivos WIG y BED en un Genome Browser.

� Tan tan!
1Podŕıan usar BioPython entre otras opciones
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Referencias

� Next Generation Sequencing Analysis Focus de Nature
Methods

� Trapnell y Salzberg

� Noticia Illumina

� Noticia Slim

� Art́ıculo de MAQ

� Art́ıculo Bowtie

� Art́ıculo BFAST

� Art́ıculo sobre Salmonella Typhi

� Software List de SEQanswers - muy útil!

� Metzker - Review

� Comunicación personal con Nicolas Delhomme
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sessionInfo

Información de mi sesión:
> sessionInfo()

R version 2.10.0 (2009-10-26)

i386-pc-mingw32

locale:

[1] LC_COLLATE=English_United States.1252

[2] LC_CTYPE=English_United States.1252

[3] LC_MONETARY=English_United States.1252

[4] LC_NUMERIC=C

[5] LC_TIME=English_United States.1252

attached base packages:

[1] stats graphics grDevices

[4] utils datasets methods

[7] base
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