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1 Resumen de las ideas clave

En este articulo vamos a describir paso a paso cémo analizar los datos de secuenciacion de
segunda generaciéon usando el servidor Galaxy. En concreto, estudiaremos cdmo analizar
los primeros archivos de secuencia (FASTQ) que obtenemos en secuenciacién de nueva
generacion (NGS, de Next Generation Sequencing). Como ejemplo se utilizan archivos
obtenidos mediante la plataforma lllumina (California, Estados Unidos) de segunda
generacion, pero es aplicable para cualquier archivo FASTQ obtenido de cualquiera de las
plataformas de secuenciacion NGS.

2 Obijetivos

Una vez que el estudiante lea con detenimiento este documento, serd capaz de:
= Comprender el contenido de los archivos FASTQ
= Obtener archivos FASTQ de los repositorios correspondientes
» Analizar la calidad de los archivos FASTQ

=  Filtrar y recortar los archivos FASTQ por calidad

3 Introduccion

La secuenciacidn de ADN ha sido revolucionaria en los campos de conocimiento de la
biologia molecular y la genética, ya que permite conocer la secuencia y estructura de los
genes, asi como las de otros elementos reguladores importantes en la regulacion de la
expresion génica. En el caso de humanos, es ampliamente conocido el proyecto genoma
humano (1990-2001), que permitié conocer casi la totalidad de la secuencia del genoma
humano. En este proyecto se utilizé el método de Sanger, conocido también primera
generacion de secuenciacién [1].

Mas recientemente (2008), las técnicas de secuenciacion de segunda generacion han
permitido una secuenciacion mucho mas rapida de genomas humanos completos, en
cuestion de dias [2].

Por ultimo (2010), los secuenciadores de tercera generacion permiten obtener secuencias
mucho mas largas que los de segunda generacidn, facilitando el ensamblaje y andlisis
informatico, y ademas no necesitan de un enriquecimiento previo de la muestra [3].

Todos los secuenciadores, a veces tras el paso inicial por un sistema de archivos propio,
acaban dando las secuencias en formato FASTQ. Este tipo de archivos esta basado en texto,
y contienen, ademas de la secuencia de nucledtidos como texto (formato FASTA), las
correspondientes puntuaciones de calidad de secuencia para cada nucleétido codificada en
formato ASCII. Un archivo FASTQ tiene cuatro campos de informacion en diferentes lineas:

La linea 1 empieza con "@" seguido de un identificador de secuencia (nombre) y una
descripcién (opcional), similar al FASTA. La linea 2 es la propia secuencia. La 32 comienza con
"+" seguido (opcional) por el mismo identificador de secuencia (y cualquier descripcion que
se quiera afiadir). La linea 4 muestra los valores de calidad de la secuencia de la linea 2
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codificados en formato ASCIll, y debe contener el mismo numero de letras que esta
secuencia.

Un archivo FASTQ que contenga una Unica secuencia tiene el siguiente aspecto:

@SEQ_ID
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT

+
1 ((((F**+))%%%++) (%%%%) . 1¥** +%1") ) ¥ *55CCF>>>>>>CCCCCCCH5

El byte que representa la calidad va de 0x21 (calidad mas baja; '!' en ASCII) a 0x7e (calidad
mas alta; "' en ASCII). Estos son los caracteres de valor de calidad en orden creciente de
izquierda a derecha (ASCII):

1"#$%8'()*+,-./0123456789:;<=>? @ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ[\]*_*abcdefghijkim
nopgrstuvwxyz{| }

Los archivos FASTQ originales de Sanger, al igual que las lecturas largas de NGS de 32
generacion, dividen las secuencias largas y las cadenas de calidad en varias lineas, como
suele ocurrir también con los archivos FASTA.

El procesado de estas secuencias en formato FASTQ implica un paso de alineado o mapeo
con el genoma de referencia del organismo correspondiente, de manera que pueda anadirse
la informacion de coordenadas gendmicas. Es decir, el analisis de la secuencia implica el
paso a archivos SAM (Sequence Alignment Map) o BAM (Binary Alignment Map, SAM
comprimido). Previamente a esta conversion, son necesarios una serie de procesos que
incluyen el analisis de la calidad, asi como eliminar las secuencias de baja calidad (filtrado o
filtering) o los fragmentos de estas que no cumplan los requisitos de calidad establecidos
(recorte o trimming) que no cumplan con los pardmetros de calidad que hemos establecido.

El servidor Galaxy [4] es un sistema gratuito y de cddigo abierto para el analisis de datos, la
creacion de flujos de trabajo, la formacidn y la educacion, la publicacion de herramientas, la
gestién de infraestructuras, entre otros, que facilita el andlisis de secuencias NGS sin
necesidad de tener conocimientos avanzados de bioinformatica. Esta herramienta aglutina
distintas herramientas bioinformaticas, de andlisis NGS y de otros tipos (por ejemplo,
estructura de proteinas), que procesan los datos en su propia nube y estdn siempre
accesibles. De esta forma, es una herramienta muy adecuada para este tipo de procesos en
usuarios no avanzados con recursos de hardware limitados y/o pocos conocimientos
informaticos. Es posible darse de alta en el sistema de forma gratuita con una cuenta
académica en https://usegalaxy.org/.

Desarrollo

Ala hora deiniciar el analisis de unos resultados de NGS, la primera tarea a realizar es cargar
los archivos de secuencia en Galaxy. Existen varias formas de hacerlo, aqui se ejemplifica
una de ellas utilizando 4 secuencias de la plataforma /llumina de un mismo trabajo
disponibles en el repositorio. A continuacidn, se describe el proceso de forma detallada.
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Cargar las secuencias en Galaxy en la herramienta Faster download and extract reads in
FASTQ from NCBI SRA. Pueden cargarse todas a la vez separadas por comas: SRR8241113,
SRR8241114, SRR8241115, SRR8241116 segun se indica en la imagen 1:

faster ¥ %

L cargar Datos

@ Show Sections

Faster Download and Extract Reads in
FASTQ format from NCBL SRA

Shovill Faster SPAdes assembly of Illumina
reads

WORKFLOWS

Todos los flujos de trabajo

# Faster Dowmload and Extract Reads in FASTG. format from HCEL SRA [Galaxy Version 3.8.5+galan2) o -

Tool Parameters

select input type

241114, SRREZ4TI15, SRREZ4111E

2 or ERR, &g SRR25743, ERR343689

Advanced Options ~

Job Res

Additional Options
Email notificatis

- otification ahen the job
B RunTeal

Imagen 1. Carga de archivos de secuencias FASTQ en Galaxy

4.1 Andlisis de la calidad de las secuencias con FASTQC

Normalmente conviene analizar la calidad de las secuencias, lo que se puede hacer
utilizando la herramienta FastQC y configurando los parametros del programa como se
indica en la imagen 2. Se pueden ir subiendo las secuencias una por una y cuando estén
todas darle a “Run”. En el desplegable saldran todas las secuencias que hayan subidas para
analizar. Pueden analizarse todas a la vez arrastrando todos los archivos a analizar
(MultiQC).

Los resultados pueden descargarse desde la historia de Galaxy y visualizar el andlisis de
calidad en modo local (archivo descargado, Imagen 3 flecha roja), o bien verlos en la propia
herramienta (imagen 3, icono de graficos).

Algunos ejemplos de resultados y sus interpretaciones pueden verse en la imagen 4
(FASTQC report).
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D3 SRR17974877 forward fastqsanger 26231621 1714
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& Upload Cancel
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# Fast@C Read Gualily reports (Galaxy Version 8.74+galaxys)

Tool Parameters
Raw read data from your current history

0D 0 o 16: (Nidden) SRS407545%.1everse v |l B

Contaminant List - s

# FastQC Read Quality reports [Galaxy Version 8.74+galaxy®) w & v

Tool Parameters

¥ Please provide a value fer this option.
Raw read data fr i current history *

D ©O|o No fastq, fasta,gz, fastgbz2, bam or sam dataset available. - =

Imagen 2. Andlisis de la calidad de las secuencias utilizando FASTQC en Galaxy

History + = -
buscar conjuntos de datos ¥ x
Unnamed history 7
S93808 Q3 Wi W6 & 19: FastQC on data 17: Webpa © / &
4 o ge
20: FastQC on data 17:RawDa @ # & i FASTQC dato crudo Gaslizn L)
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ge L FASTQC (descargar y visualizar)
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a Us! wilh & fastqsanger palis - | :0 0C 5 ?
HTHL file

Imagen 3. Descarga de resultados obtenidos en FASTQC en Galaxy
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Imagen 4. FASTQC report. Ejemplos e interpretaciones de resultados obtenidos en FASTQC en Galaxy.

4.2 Procesado de las secuencias. Recorte y filtrado.

Tras analizar la calidad de las secuencias a analizar, frecuentemente es necesario hacer un
procesado de estas, que puede consistir en eliminar las secuencias de baja calidad (filtrado
o filtering) o los fragmentos de estas que no cumplan los requisitos de calidad establecidos
(recorte o trimming) que no cumplan con los pardmetros de calidad que hemos establecido.
Algunas veces pueden ser necesarios ambos procesos, uno, o ninguno, dependiendo de los
resultados obtenidos en FASTQC.

4.2.1 Procesado de las secuencias. Recorte.

El trimming puede hacerse en Galaxy, por ejemplo, utilizando la herramienta Trimmomatic.
Un ejemplo de los parametros a utilizar puede ser “corte al final por calidad” (trailing) y

“Limite calidad 30” (imagen 5).

4.2.2 Procesado de las secuencias. Filtrado.

El filtering puede hacerse en Galaxy, por ejemplo, utilizando la herramienta Trimmomatic.
Un ejemplo de los parametros a utilizar puede ser “corte al final por calidad” (trailing) y

“Limite calidad 30” (imagen 6).
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# Trimmomatic flexible rea trimming tool for iumina NGS data (Galaxy Version 8.38.1)

Tool Parameters
Single-end or paired-end reads?

Single-end

1 Please provide a value for this option.
Input FASTG file * =aures

Stiding window trimming (SLIDINGWINDOW)
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# Trimmomatic fexiie read trimming toolfor amina NGS data (Galaxy Version 6.36.1) ERCIR » oo |
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Trimmomatic Operation

1: Trimmomatic Operation L

Select Trimmomatic operation to perform

Sliding window trimming (SLIDINGWINDOW) N
Number of bases to average across *

4
Average quality required *

R
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Output trimlog file?
@) No
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these are the messages written 1o stderr (eg. for use in Multiac)

Imagen 5. Trimming utilizando Trimmomatic en Galaxy.
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/ Fillter FASTG reads by quality score and length (Galaxy Version 1.15) -« & - [
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Imagen 6. Filtering utilizando Filter FASTQ en Galaxy.

Después del procesado es necesario volver a analizar las secuencias con FASTQC para ver
gue el procesado ha mejorado la calidad de las secuencias como pretendiamos. Si se tienen
unos parametros de calidad correctos de acuerdo con los resultados obtenidos en FASTQC,
ya se pueden alinear las secuencias con el genoma de referencia para obtener los archivos
SAM (Sequence Alignment Map) o BAM (Binary Alignment Map, SAM comprimido).

Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje hemos visto qué formato tienen los archivos de
secuencia FASTQ, ademads de como se puede analizar y mejorar su calidad, por filtrado o
recorte, para su mapeo posterior, todo ello utilizando la herramienta Galaxy y sin necesidad
de conocimientos bioinformaticos avanzados. Tras analizar inicialmente la calidad, si esta
no es adecuada para continuar con el anélisis, puede mejorarse mediante filtering y/o
trimming. Posteriormente es necesario volver a analizar la calidad de los archivos para
continuar con los analisis posteriores. En el siguiente grafico se puede ver un diagrama del
proceso a seguir.

Andlisis Analisis
dela FASTQC Filter FASTQ I dela FASTQC (LI SAM/BAM
calidad o calidad P

Grdfico 1. Diagrama de flujo para el andlisis de archivos FASTQ en Galaxy.
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