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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 archivos de secuencia mapeados con el genoma de referencia (SAM o BAM) que
obtenemos en secuenciacién de nueva generacién (NGS, de Next Generation Sequencing).

2 Obijetivos

Una vez que el estudiante lea con detenimiento este documento, serd capaz de:
= Comprender el contenido de los archivos SAM y BAM.
»  Visualizar y analizar los archivos SAM y BAM con los programas IGV y iobio.
= Marcar duplicados en archivos SAM y BAM.
* Analizar la calidad de los archivos SAM y BAM.
= Filtrar los archivos SAM y BAM por calidad.

3 Introduccion

La secuenciaciéon 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].

Mads recientemente (2008), las técnicas de secuenciacién de segunda generacion han
permitido una secuenciacidn mucho mads 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 generacién, 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.

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 afadirse
la informacidn 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).
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El formato SAM (*.sam) es un tipo de archivo que se encuentra delimitado por tabulaciones
(TAB-delimited text). El esquema de este formato se divide en las lineas de cabecera que
son opcionales y estan precedidas por el simbolo "@", y las lineas de alineamiento. Ademas,
existen otros campos opcionales que pueden aparecen en un archivo SAM que pueden
aparecer en cualquier orden (imagen 1).

['@HD VN:1.5 S0:coordinate Header

L 8SQ SK:ref LN:45 section
|r001 99 ref 7 30 BM2I4MID3M = 37 39 TTAGATAAAGGATACTG =

|T002 0 ref 9 30 3S6MIPII4M + O O AAAAGATAAGGATA =

| r003 0 ref 9 30 5S6M * 0 O GCCTAAGCTAA * SA:Z:ref,29,-,6H5M,17,0; | Alignment
| 7004 O ref 16 30 GMI4NEM *» O O ATAGCTTCAGC . section

| 003 2064 ref 29 17 GHSM * 0 0 TAGGC « SA:Z:ref,9,+,5S6M,30,1;

| X001 147 ref 37 30 9M = 7 -39 CAGCGGCAT . NM:d:1

Optional fields in the format \ F ALUE

QUAL

Bon About e raed, 6.9, paned, signed. el

CCACTATGTTTTTCGATAAAAAGCTTAATAAAT BEBBBDBDB=?FFECFACCFFHHH>09C

QNAME FLAG RNAME POS
HWI-5T330:304:H045HADXX:20934#0 16 chrl

MAPQ CIGAR
60023 50 100M

HWI-ST330:304:H045HADXX:20934#0 16 chrl 60023 50 100M [*|[0][ 0]

CCACTATGTTTTITCGATAAAAAGCTTAATAAAT

T T

SEQ QUAL MRNM  MPOS ISIZE
0 0
Col Field Type Regexp/Range Brief description
1 QNAME String [!-7A-"]1{1,254} Query template NAME
2 FLAG Int [0, 2" —1] bitwise FLAG
3 RNAME St.Iirlg ‘| [:rname:" *=] [:rname:] * Reference sequence NAME'!
14 POS Int [0, 231 —1] 1-based leftmost mapping POSition
5 MAPQ Int [0, 2% —1] MAPping Quality
6 CIGAR String  \*| ([0-9]+ [MIDNSHPX=])+ CIGAR string
7 RNEXT  String \#|=|[:rname:"*=] [:'mame:]*  Reference name of the mate/next read
8 PNEXT Int [0, 2% —1] Position of the mate/next read
9  TLEN Int [—23 +1, 2% —1] observed Template LENgth
10 SEQ String  \x| [A-Za-z=.]+ segment SEQuence
11 QUAL String [!-"]+ ASCII of Phred-scaled base QUALity+33

Imagen 1. Ejemplo y estructura de un archivo SAM/BAM.
Fuentes: Bioinformdticamente [4]; SAM tools GitHub [5]; Learning the BAM format [6]

Pagina2 de9


https://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf%20%5b4
https://bookdown.org/content/24942ad6-9ed7-44e9-b214-1ea8ba9f0224/learning-the-bam-format.html%20%5b5

UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

BIT Description
1 Ol template having multiple segments in sequencing
2 02 each segment properly aligned according 1o the aligner
4 o4 segment unmapped
& Ox8 next segment in the template unmapped
16 ] SEQ being reverse complemented
32 020 SEQ of the next segment in the template being reverse complemented the first segment in the template
64 x40 the first segment in the template
128 0x80 the last segment in the template
256 0x100 secondary alignment
512 0200 not passing filters, such as platformfvendor quality controls
1024 0x400 PCR or optical duplicate
2048 OxB00 supplementary alignment
oP BAM Description
M 0 alignment match (can be a sequence match or mismatch)
l 1 insertion to the reference
D 2 deletion from the reference
N 3 skipped region from the reference
s 4 soft clipping (clipped sequences present in SEQ)
H 5 hard clipping (clipped sequences NOT present in SEQ)
P 6 padding (silent deletion from padded reference
= 7 sequence match
X 8 sequence mismatch

Imagen 2. Interpretacion de un archivo SAM/BAM.
Fuentes: SAM tools GitHub [5]; Learning the BAM format [6]; File Formats Tutorial [7].

Un archivo BAM (*.bam) es la versién binaria comprimida de un archivo SAM que contiene
secuencias alineadas de hasta 128 Mb. Los archivos BAM emplean el formato de
nomenclatura de archivos SampleName_S#.bam, donde # es el nimero de la muestra
determinado por el orden en que aparecen las muestras en el experimento. Los archivos
BAM contienen una seccidn de encabezado y una seccion de alineaciones:

Encabezado: contiene informacion sobre todo el archivo como, por ejemplo, el nombre de
la muestra, su longitud y el método de alineacién. Las alineaciones de la seccion de
alineaciones estan asociadas a la informacidn especifica de la seccién del encabezado.

Alineaciones: contiene el nombre, la secuencia y la calidad de la lectura e informacién sobre
la alineacién, asi como etiquetas personalizadas. El nombre de la lectura incluye el
cromosoma, la coordenada de inicio, la calidad de la alineacidn y la secuencia del descriptor
de la coincidencia. La seccion de alineaciones contiene la siguiente informacion por cada
lectura o par de lectura (se describen Unicamente aquellas cuyo significado no es evidente):

FLAG: Indica un cddigo numérico que nos dice cdmo la lectura observada en la presente
linea fue alineada sobre el genoma de referencia. Esta columna es esencial para obtener
posteriormente estadisticas relativas a la calidad del alineamiento. Por ejemplo, un valor
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FLAG igual a 4. ¢ Qué significa? Pues bien, a través de la tabla de valores (imagen 2) sabemos
que este valor indica que dicha lectura no ha sido mapeada ya que no se ha encontrado
ningun punto en el genoma con el que alinearse.

POS: Indica la posicidn inicial de alineamiento sobre la referencia con un nimero que indica
la posicidn del primer nucleétido del alineamiento. Si el valor es cero significa que la lectura
no ha sido mapeada para confirmar el valor 4 colocado en la columna FLAG.

MAPQ; Indica el valor de calidad del alineamiento. Equivale a -10 log10 Pr {posicidon de
mapeo incorrecta}, redondeado al entero mas proximo. Un valor 255 indica que la calidad
de mapeo no estd disponible. Asi, si supiera que la probabilidad de mapear correctamente
una lectura aleatoria es de 0,99, la puntuacion MAPQ seria de 20 (es decir, log10 de 0,01 *
-10). Si la probabilidad de una coincidencia correcta aumentara a 0,999, la puntuacion
MAPQ aumentaria a 30. Por tanto, el limite superior de una puntuacion MAPQ depende del
nivel de precisidn de su probabilidad (aunque suele definirse un limite superior de 255). A
lainversa, a medida que la probabilidad de una coincidencia correcta tiende a cero, también
lo hace la puntuacién MAPQ.

CIGAR: En esta columna encontramos una cadena formada por un nimero entero y una
letra, que hace referencia a una operacién, que en conjunto resumen la informacion relativa
al alineamiento. Esto es muy util ya que permite visualizar graficamente el alineamiento de
las lecturas sobre la referencia. Existe una tabla (imagen 2) que relaciona cada letra que
podemos encontrar en la cadena. Pongamos un ejemplo, supongamos que tenemos una
cadena 76H130M; esto significa que 130 bases de la lectura considerada han sido alineadas
con la referencia mientras que 76 bases restantes no han sido alineadas.

RNEXT: Indica el nombre de la lectura que estd en paired-end con la lectura considerada. El
simbolo «*» indica que no hay informacién disponible mientras que el simbolo «=» indica
que la lectura en emparejamiento tiene el mismo ID (nombre) que la lectura de esa linea.

PNEXT: Indica la posicién inicial de la lectura que esta emparejada con la lectura
considerada.

TLEN: Representa la longitud del segmento de referencia mapeado por las dos lecturas
paired-end.

QUAL o PHRED: Expresa el valor de calidad relacionado con la secuenciacion de la lectura,
es decir, expresa la probabilidad de tener un error al asignar las bases durante la
secuenciacion.

Los archivos de indice BAM (*.bam.bai) facilitan un indice del archivo BAM correspondiente.

El servidor Galaxy [8] es un sistema gratuito y de cddigo abierto para el analisis de datos, la
creacion de flujos de trabajo, la formacion 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/.
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4 Desarrollo

Con el objetivo de obtener los archivos BAM a partir de los archivos FASTQ, es necesario
alinear estos con el genoma de referencia, en el caso de este ejemplo el genoma humano,
en este caso utilizaremos la herramienta BWA-MEM en Galaxy. Para ello, cargar los archivos
FASTQ de calidad suficiente en Galaxy en la herramienta BWA-MEM como paired-end
utilizando las secuencias F y R de cada archivo (pueden hacerse todos a la vez), y
posteriormente realizar el alineamiento segun se indica en la imagen 3.

Tool Parameters

Tl A e qemm!W or use a built.in index?

wdexed Using defzult options. See “Indexes secticn of help below

Using reference genome /
b35): hg38

Human (Homo sapiens|

select genome from the list

Single or Paired-end reads.
Paired
Select between paired and single end data
Select first set of reads /
D © © 206 hidden) SRRB24 1115 forvard =
Specify dataset with forward reads
Salact sacond sat of raads /
D 0O o =

267 hidden) SRR8241115weverse .

Specify dataset with reverse reacs

Enter mean, standard deviation, max, and min for insert lengths. - =

/ Map with BWA-MEM - map medium and long reads (> 189 bp) against reference genome (Galaxy Version §.7.17.2 o & -

Enter mean, standard deviation, max, and min for insert lengths.

Select analysis mode /

imple T

BAM sorting mode /
al coorainates

sort by chromosoma

The ‘Not sorted’ option can extend the run time of the tool significantly (cause it requires running on only a single thread;

Job Resource Parameters /

Imagen 3. Carga de archivos de secuencias FASTQ en Galaxy para su alineamiento con BWA-MEM.

Posteriormente se puede visualizar utilizando IGV, preferiblemente la versidn “Desktop”
(imagen 4). También puede usarse la versidon “web” o la integrada en Galaxy. También es
atil (y répido) verlo directamente en la web de la base de datos de UCSC (https://genome-
euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway?redirect=manual&source=genome.ucsc.edu)
accediendo desde el mismo Galaxy, desde los botones habilitados para ello en Galaxy
(imagen 5).

4.1 Marcaje de duplicados en los archivos BAM

Para marcar los duplicados en los archivos BAM podemos utilizar la herramienta
MarkDuplicates de Galaxy, como se muestra en la imagen 6. Esta herramienta localiza y
etiqueta lecturas duplicadas, es decir originadas a partir de un Unico fragmento de ADN, en
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un archivo BAM o SAM. Los duplicados pueden surgir durante la preparacion de librerias
mediante PCR, o bien ser el resultado de un Unico clister de amplificacidn, que se detecta
como multiples clusteres por el sensor dptico (duplicados dpticos).
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Imagen 4. Visualizacion de archivos BAM utilizando la version de escritorio de IGV.

3.2GB
formato bam, base de datos hg38 You can display your dataset with the following links:

1. display at UCSC ( main )

[M:mem_pestat] analyzing insert size 2. display with IGV ( local , Human hg38 )
distribution for orientation FF... 3. display in IGB ( View )

[M:mem_pestat] (25, 58, 75) 4. display at bam.iobio ( bam.iobio.io )
BeOC I E?

or select a visualization from below.
buscar visualizaciones

Trackster
Fast, interactive visualization for large, NGS/HTS datasets using only a web browser.

@ Editor

Manually edit text

Imagen 5. Opciones de visualizacion de archivos BAM en Galaxy.
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/ MarkDuplicates examine aligned records in BAM datasets to locate duplicate molecules v & ~
(Galaxy Version 2.18.2.4)

Tool Parameters

Select SAM/BAM dataset or dataset collection * /

[} 0 D 598: Map with BWA-MEM on data 596 and data 595 (mapped reads in BAM format) - =

If empty, upload or import a SAM/BAM dataset
Comment

You can provide multiple comments

+ Insert Comment

If true do Wtes to the output file instead of writing them with appropriate flags set
&) No

REMOVE_DUPLICATES; default=False

Assume the input file is. ady sorted
©

ASSUME_SORTED; default=True

The scoring strategy for choosing the non-duplicate among candidates *

SUM_OF_BASE_QUALITIES -

DUPLICATE_SCORING_STRATEGY; default=SUM_OF_BASE_QUALITIES

Barcode SAM tag. This tag can be utilized when you have data from an assay that includes Unique Molecular Indices.
Typically RX
Select validation stringency *

/

Silent -

Setting stringency to SILENT can improve performance when processing a BAM file in which variable-length data (read,
qualities, tags) do not otherwise need to be decoded.

Additional Options

Email notification

® ) No

Send an email notification when the job completes.
P Run Tool

The scoring strategy for choosing the non-dupli among fidate

SUM_OF_BASE_QUALITIES -

DUPLICATE_SCORING_STRATEGY; default=SUM_OF_BASE_QUALITIES

Regular expression that can be used in unusual situations to parse non-standard read names in the incoming
SAM/BAM dataset

optional

READ_NAME_REGEX; Read names are parsed to exiract three vanables: tile/region, x coordinate and y coordinate. These
values are used to estimate the rate of optical duplication in order to give a more accurate estimated library size. See help
below for mare info: default=" (uses : separation)

The maximum offset between two duplicte clusters in order to consider them optical duplicates *

188 .

OPTICAL_DUPLICATE_PIXEL_DISTANCE; default=188

Imagen 6. Marcaje de duplicados utilizando MarkDuplicates en Galaxy.
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¥ou £an dicplay your datasen with 1he foliee|ng Sks:
1 display at UCSC | main
2. dtisplay with 1GV [ Local , Henan hg38 |
3 display in 168 | View
. display at bam.iobio | bam itio.ie
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Imagen 7. Visualizacién del mapeo de los archivos BAM en la herramienta lobio.

Herramientas

coverage

& Carga
® Show €

Coverage of a set of intervals on second set of intervals
MAF Coverage Stats Alignment coverage information
bedtools Genome Coverage compute the coverage over an ent

bedtools Compute both the depth and breadth of coverage ¢
coverage)

Base Coverage of all intervals

MAF Coverage Stats Alignment coverage information
bamCoverage generates a coverage bigWig file from a given BA
plotCoverage assesses the sequencing depth of BAM/CRAM file
Gene Body Coverage (Bigwig) read coverage over gene body
Gene Body Coverage (BAM) read coverage over gene body
MiModD Coverage Statistics calculates coverage statistics for

BAM Coverage Plotter Plot read coverage across a gehomic co

Herramientas

depth

X cargar Dato:

@ Show Sections

Samtools depth compute the depth at each position or region
bedtools Compute both the depth and breadth of coverage of featt
Convert informative read depth to sequencing depth for flank-base
Calculate contig depths for MetaBAT2

ExomeDepth Calls copy number variants (CNVs) from targeted sequen:
Samtools bedcov calculate read depth for a set of genomic intervals

Purge overlaps and haplotigs in an assembly based on read depth (pu

Imagen 8. Herramientas disponibles en Galaxy para analizar la cobertura y la profundidad de lectura de
los mapeos.
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4.2 Anadlisis de la calidad del mapeo en los archivos BAM

Normalmente conviene analizar la calidad de los mapeos de los archivos BAM, lo que
también puede hacerse utilizando las herramientas disponibles en Galaxy. Puede verse la
calidad aproximada del mapeo utilizando la herramienta integrada en Galaxy (bam.iobio)
como se indica en la imagen 7. Las mimas visualizaciones pueden realizarse en IGV o UCSC,
como ya se ha indicado anteriormente.

De esta manera puede observarse la cobertura del mapeo, tanto visualmente como por los
valores obtenidos. Para continuar con los andlisis el mapeo debe cubrir la zona a secuenciar
con una profundidad de lectura suficiente, lo que se considera minimo 20X (20 secuencias
de la zona). Existen también una serie de herramientas en Galaxy que nos sirven para ana-
lizar la cobertura de nuestro mapeo y la profundidad de lectura (imagen 8). Utilizaremos
como ejemplos BAM coverage plotter y Samtools stats. Bam coverage (imagen 9) nos ge-
nera un grafico vectorial en formato .svg. Samtools statas (imagen 10) nos genera un ar-
chivo .tsv (texto compatible con excel) con los pardmetros del mapeo.

5 Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje hemos visto qué formato tienen los archivos de
mapeo de secuencia SAM y BAM, ademds de cdmo se pueden visualizar y analizar su calidad,
principalmente analizando la cobertura y la profundidad de lectura. Todo ello podemos
hacerlo utilizando la herramienta Galaxy y sin necesidad de conocimientos bioinformaticos
avanzados.
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