Entregable: E10-E41
Valoracion A16-A43

1.- Objetivos

Esta tarea ha consistido en reproducir un estudio de novo usando el pipeline OASES-BLAST
(Schulz et al., 2012; Altschul et al., 1990) para ensamblar de novo, anotar y realizar el perfil
funcional de un transcriptoma no modelo obtenido del SRA archive del NCBI. Para la anotacion
de transcritos, ontologias génicas y metaboloma se usaron las bases de datos de NR, Gene
Ontology, KEGG.

Para mas detalle a continuacion se presenta una tabla con las pruebas realizadas a la aplicacion
DeNovoSeq en los dos modos de ejecucion disponibles (step-by-step y pipeline) tanto en
formato RAP como formato RCP. Este reporte de valoracion de la actividad A16-A43 es parte
material del entregable E10-E41.

2.- Material y métodos.

Los métodos empleados en esta prueba de concepto son los mismos usados en los articulos de
investigacion relacionados con este material (Pérez-Sanchez R, et al. 2021).

Para llevar a cabo el analisis de novo las muestras se obtuvieron de glandulas salivales de una
especie de garrapata (Ornithodoros erraticus) a partir del SRA archive del NCBI que se detallan
en tabla 1.

Concretamente se uso las siguientes librerias descargadas a partir del Bioproject accesible en
esta URL https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRINA666995

Tabla 1: Muestras de estudio

Nombre de la libreria SRA accessions
RAO-1 SRR12763809
RAO-3 SRR12763807
RAO-5 SRR12763805

3.- Resultados de la valoracién y material resultante

Todas las pruebas se realizaron tanto sobre las versiones RAP y RCP de la aplicacién DeNovoSeg.
Para facilitar de la realizacion de la prueba de concepto y dado que este material es de
naturaleza big data, se ha habilitado un acceso FTP para acceder mediante el siguiente usuario
andénimo y password y una carpeta con los entregables de esta prueba de concepto A16-A43
junto con otras asociadas al entregable E10-E41. Para acceder a dicho FTP recomendamos
Filezilla que puede descargarse gratuitamente en https://filezilla-project.org. Las credenciales
para acceder son concretamente las siguientes:

Servidor FTP: biotechvana.uv.es
Usuario: DIGITAL
Password: DiGi_19_21*

En concreto se debe acceder a la carpeta 03_valoracion_actividad_A16_A43 DeNovoSeq donde
se podrd encontrar:



e Carpeta step-by-step.
e Carpeta pipeline mode

Para poder visualizar correctamente los resultados deben de descargarse al escritorio. Notese
gue se ha creado una carpeta por modo de ejecucion debido a que los resultados obtenidos en
ambas versiones de la aplicacion (RAP y RCP) son exactamente iguales y evitamos de esta forma
la duplicidad de resultados.

Este material se estructura de la siguiente manera:

En la carpeta step-by-step que contiene los resultados de la ejecucion del protocolo DeNovo
protocols, se pueden encontrar las siguientes subcarpetas:

e 00_raw_data: carpeta donde se depositan los archivos fastq sin procesar.
e 01_quality_analysis: carpeta donde se depositan los resultados del analisis de calidad.

e 02_preprocessed_reads: carpeta donde se depositan los resultados del pre-procesado

e 03_de_novo_assembly: carpeta donde se depositan los resultados del ensamblaje de
novo.

e 04_consenso: carpeta donde se depositan los resultados tras realizar las secuencias
consenso. Este es un paso intermedio que se ejecuta por comandos.

e 05_annotation: carpeta donde se depositan los archivos finales con la anotacién
correspondiente a través del NCBI-BLAST.

e 06_functional_analysis: carpeta donde se depositan los resultados tras realizar los
analisis funcionales a través de gene ontology.

En la carpeta pipeline mode que contiene los resultados de la ejecucién de dicho modo, se
pueden encontrar las siguientes subcarpetas:

e 01_FASTQC: carpeta donde se depositan los resultados del analisis de calidad.

e 02_PRINSEQ: carpeta donde se depositan los resultados del pre-procesado

e 03_assemblyOASES: carpeta donde se depositan los resultados del ensamblaje de novo.

e 04_BLAST: carpeta donde se depositan los archivos finales con la anotacién
correspondiente a través del NCBI-BLAST.

4.- Andlisis de novo y resultados
Los pasos reproducidos para realizar el analisis de novo fueron los siguientes:
- Modo de ejecucién: STEP-BY-STEP. DeNovo protocol:

Quality analysis: FASTQC (Andrews 2016)

Preprocessing: PRINSEQ (Schmieder and Edwards 2011)

DeNovo Assembly: Assembly — Show input configuration file

DeNovo Assembly: Assembly — Transcriptomes — Oases (Schulz et al., 2012)
Annotation: NCBI-BLAST — Format BLAST databases (Altschul et al., 1990)
Annotation: NCBI-BLAST — BLAST search with fasta file query (Altschul et al., 1990)
Annotation: NCBI-BLAST — Process BLAST output (Altschul et al., 1990)
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- Modo de ejecucién: PIPELINE MODE:
- Pipeline preprocessing and assembly:
1. Quality analysis: FASTQC (Andrews 2016)

Preprocessing: PRINSEQ (Schmieder and Edwards 2011)
3. DeNovo Assembly: Assembly — Transcriptomes — Oases (Schulz et al., 2012)
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- Pipeline BLAST:

4. Annotation: NCBI-BLAST— Format BLAST databases (Altschul et al., 1990)
Annotation: NCBI-BLAST — BLAST search with fasta file query (Altschul et al., 1990)
6. Annotation: NCBI-BLAST — Process BLAST output (Altschul et al., 1990)
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En el pipeline mode, se usan dos pipelines. Uno de calidad + pre-procesado + ensamblaje de
novo y otro de Blast dado que son dos pasos independientes en el pipeline mode. Esto es debido
a que los analisis de novo (los que realiza DeNovoSeq) son radicalmente diferentes de los andlisis
implementados sobre los que se implementan en RNAseq y VariantSeq dado que estas
herramientas manejan datos de re-secuenciacion. La dificultad de los pipelines de novo es que
no se sabe nada sobre los datos con los que se trata porque se secuencian por primera vez. Con
esto nuestra opcion ha sido solamente montar los pipelines que corresponden a pasos que son
automatizables, es decir pipelines de andlisis de calidad, pre-procesado y ensamblaje y luego
pipeline de Blast.

A continuacidn, se presenta la tabla 2 y tabla 3 detalladas con las pruebas realizadas a la
aplicacion de DeNovoSeq en el modo de ejecucidn step-by-step y el pipeline tanto en version
RAP como version RCP. Por simplicidad se afiade una tabla comin a ambas versiones disponibles
de la aplicacion ya que estan compuestos por las mismas herramientas.



Tabla 2. Step-by-step mode

Versién Modo de ejecucion Herramienta Descripcion Cumple Requisitos
Preprocessing: Quality analysis FASTQC Se realiza un analisis de calidad de los archivos fastq sin procesar. Si
Como resultado se obtiene un informe en el que se
muestran los pardmetros analizados en las muestras.
Preprocessing: Trimming and cleaning Filtra, corta o reformatea los archivos sin procesar fastq afiadiendo | Si
PRINSEQ una serie de parametros basados en el analisis de calidad. Como resultado se obtienen nuevos archivos fastq
modificados segun los parametros introducidos.
DeNovo Assembly: Assembly Transcriptomes Ensamblador transcriptémico de novo disefiado para producir | Si
Oases transcritos producidos a partir de tecnologias de secuenciacién de | Como resultado se obtienen archivos con formato .fay .txt
lectura corta (Illumina, SOLID o 454) en ausencia de ensamblaje
gendmico.
Para crear y formatear bases de datos de BLAST, DeNovoSeq | Si
Annotation: NCBI-BLAST implementa una interfaz que emplea el formato BLAST en el | Como resultado se obtiene un mensaje de confirmacién, y
RCP/RAP STEP-BY-STEP: Format BLAST databases paquete de NCBI BLAST para crear una base de datos de referencia la base de datos RDP, la base de datos nucledtidos y la base
DeNovoProtocol de datos proteinas en formato Blast.
La implementacion de NCBI BAST en DeNovoSeq permite la | Si
comparacion entre archivos de secuencia. Si sélo se dispone de un | Como resultado se obtienen una coleccién de ficheros con
Annotation: NCBI-BLAST archivo de secuencia, se puede c'omparar dicho archivo con la base | extension .xml ql.Je son el output natural de blast (un xml
. X de datos. El formato de este archivo es fasta. La base de datos frente | por cada secuencia query)
BLAST search with fasta file query . L L
a la cual se quiere hacer la comparacién también debe encontrarse
en formato fasta. Esto puede realizarse previamente empleando
“format BLAST databases”.
Si
Es un script que procesa los archivos .xml generados a partir de la Como resultado se obtiene un archivo .csv con las
Annotation: NCBI-BLAST bldsqueda BLAST y crea un archivo de anotacion (formato .csv) con anotaciones de las todas secuencias de la especie estudiada
Process BLAST output todos los pardmetros estadisticos y anotaciones proporcionados usadas como queries en el Blast contra la base de datos
por la busqueda BLAST. mediante NCBI Blast. De las queries analizadas en Blast, se
obtiene un porcentaje de éxito de 45,74%.
RAP/RCP Sistema experto Recomendaciones y soluciones automatizadas Segun el panel de reportes el sistema experto permite dar una La aplicacion acierta en un 50% con la resoluciéon de
solucién a un problema dado, en la forma de recomendacién o recomendacion a aplicar. La aplicacion de las mismas es
aplicacion directa de la re-ejecucién del proceso. 100% correcta si bien es un elemento prototipico que
necesita ser depurado y sometido a mas entrenamiento. El
que se ha aplicado aqui es basico, si bien suficiente para que
podamos integrarlo en las aplicaciones de GPRO operativo y
funcionando, pero destacando que es una aplicacién en fase
beta.




Tabla 3. Pipeline mode

Version Modo de ejecucion Herramienta Descripcion Cumple Requisitos
Preprocessing: Quality analysis Se realiza un analisis de calidad de los archivos fastq sin procesar. Si
FASTQC Como resultado se obtiene un informe en el que se
muestran los pardmetros analizados en las muestras.
Pipeline Pre-procesado y Preprocessing: Trimming and Filtra, corta o reformatea los archivos sin procesar fastq afiadiendo una serie de | Si
ensamblaje cleaning parametros basados en el analisis de calidad. Como resultado se obtienen nuevos archivos fastq
PRINSEQ modificados segun los parametros introducidos.
DeNovo Assembly: Assembly Ensamblador transcriptémico de novo disefiado para producir transcritos | Si
Transcriptomes producidos a partir de tecnologias de secuenciacion de lectura corta (lllumina, | Como resultado se obtienen archivos con formato .fa y
Oases SOLID o 454) en ausencia de ensamblaje gendmico. Ltxt
Annotation: NCBI-BLAST Para crear y formatear bases de datos de BLAST, DeNovoSeq implementa una | Si
Format BLAST databases interfaz que emplea el formato BLAST en el paquete de NCBI BLAST para crear una | Como resultado se obtiene un mensaje de confirmacién,
RCP/RAP PIPELINE base de datos de referencia y la base de datos RDP en formato blast
La implementacion de NCBI BAST en DeNovoSeq permite la comparacién entre | Si
archivos de secuencia. Si sélo se dispone de un archivo de secuencia, se puede | Como resultado se obtienen una coleccién de ficheros
Annotation: NCBI-BLAST comparar dicho archivo con la base de datos. El formato de este archivo es fasta. La | con extension .xml que son el output natural de blast (un
BLAST search with fasta file query base de datos frente a la cual se quiere hacer la comparaciéon también debe | xml por cada secuencia query)
Pipeline Blast encontrarse en formato fasta. Esto puede realizarse previamente empleando
“format BLAST databases”.
Si
. Es un script que procesa los archivos .xml generados a partir de la busqueda BLAST como 'resultado se obtiene un arc.hlvo csvocon IE.’S
Annotation: NCBI-BLAST . L , anotaciones de las todas secuencias de la especie
Process BLAST output ycrea u? a.nrchlvo de anptauon (forméto .csv) con tOd,OS los pardmetros estudiada usadas como queries en el Blast contra la base
estadisticos y anotaciones proporcionados por la bdsqueda BLAST. . . .
de datos mediante NCBI Blast. De las queries analizadas
en Blast, se obtiene un porcentaje de éxito de 45,74%.
RAP/RCP Sistema experto Recomendaciones y soluciones Segun el panel de reportes el sistema experto permite dar una solucién a un La aplicacion acierta en un 50% con la resolucién de
automatizadas problema dado, en la forma de recomendacién o aplicacion directa de la re- recomendacion a aplicar. La aplicacion de las mismas es
ejecucion del proceso. 100% correcta si bien es un elemento prototipico que
necesita ser depurado y sometido a mas entrenamiento.
El que se ha aplicado aqui es basico, si bien suficiente para
que podamos integrarlo en las aplicaciones de GPRO
operativo y funcionando, pero destacando que es una
aplicacion en fase beta.




5.- Conclusiones

Todos los analisis de reprodujeron con éxito usando el modo step-by-step y pipeline tanto enla
versién RCP como la versién RAP de la aplicaciéon DeNovoSeq. Se verifica que todas las
herramientas comprobadas funcionan correctamente y la aplicacién estd operativa vy
correctamente funcionando para su uso.
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