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Este tutorial muestra de manera sencilla el paso a paso para el tratamiento de
genomas en crudo hasta la anotacién y la comparacion genémica mediante el uso
de herramientas de libre acceso. Ninguno de los procesos realizados es absoluto,
puesto que los parametros dentro de cada herramienta pueden variar de acuerdo
con la naturaleza de los datos y algunos procesos pueden ser omitidos. Es
importante comprender que existen puntos clave como el pre-procesamiento,
ensamblaje y anotaciéon de los genomas, siendo estos 3 el eje principal a
desarrollar durante el tutorial.

1. Descarga de datos

Lo primero es obtener un conjunto de datos con los cuales podamos trabajar, para
ello procederemos a descargar secuencias de libre acceso del Archivo Europeo de
Nucleotidos (ENA por sus siglas en inglés). Si usted ya tiene datos de
secuenciacion por favor omita estos pasos e inicie en el apartado 2 “Plataforma
Galaxy y carga de datos”. En este punto del tutorial usaremos lecturas pareadas
(paired-end) de la plataforma lllumina HiSeq del bacteri6fago de Ralstonia
solanacearum (codigo de acceso ENA SRR8402465). Esto es debido a una
mayor facilidad y rapidez a la hora de ejecutar los programas, puesto que son
secuencias cortas y de calidad promedio. Esto Ultimo nos permitira realizar un
preprocesamiento que admita ver la diferencia entre las lecturas iniciales y las
procesadas.

Para descargar las secuencias, es necesario ir al link
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/SRR8402465 . Nos desplazamos hacia
abajo y en la columna de “FASTQ FTP” damos clic en “Download All”. Para
descargar los archivos SRR8402465_1.fastq.gz y SRR8402465_2.fastq.gz.

Run: SRR8402465

lilumina HiSeq 4000 paired end sequencing; DNA-seq of phage: Ralstonia solanacearum

£y view: XML

& Download: XML

= Navigation:
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Instrument Platform: ILLUMINA
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Read Count: 6002639

Show More

Read Files

Show Column Selection ~

Download report:  JSON TSV

& Download All & Do
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https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/SRR8402465

Es buena practica crear una nueva carpeta de trabajo, asi mismo renombrar los
archivos descargados (Ralstonia phage R1 y Ralstonia phage R2 para el forward y
el reverse respectivamente). Estos estardn comprimidos como archivos .gz, los
cuales podremos montar a la plataforma de Galaxy para dar inicio al
preprocesamiento de los datos.

2. Plataforma Galaxy y carga de datos

El preprocesamiento de los datos se realizard en la plataforma de acceso libre
Galaxy. Esta es una plataforma web de cddigo abierto para la investigacion
intensiva en datos.

Sitio web: https://usegalaxy.org/

Instrucciones

1. Para poder manipular datos, lo primero sera realizar el registro y la respectiva
confirmacion desde el correo a vincular con la plataforma. Para mayor informacion
sobre el registro puede visitar el siguiente link
(https://galaxyproject.org/support/account/). Si es de su interés aprender mas
sobre usegalaxy, puede visitar el tutorial completo accediendo a la pantalla de
aprendizaje en la siguiente direccidn (https://galaxyproject.org/learn/).

2. Una vez registrados e ingresados en la plataforma se procedera a crear una
nueva “History” en la cual se ejecutaran todos los procesos de nuestro proyecto.
Bastara con dar clic sobre el signo + ubicado en la parte superior derecha de la
ventana.

3. Procederemos a renombrar la historia haciendo clic izquierdo sobre “Unnamed
history”. Le daremos un nombre a convenir con nuestro proyecto.


https://usegalaxy.org/
https://galaxyproject.org/support/account/
https://galaxyproject.org/learn/
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4. La carga de archivos se realizara desde la opcion “Upload Data” en la parte
superior izquierda. Cargaremos los datos que previamente se habian descargado
desde la web del ENA.

5. En esta ventana podremos arrastrar los ficheros o cargarlos desde la opcién
“Choose local file”. Seleccionamos los archivos desde la carpeta de origen, y
procedemos a dar clic en abrir. Dependiendo del tamafio de nuestro archivo. fq o
fastq seré el tiempo que se tarde la plataforma en cargar los datos también influye
el flujo de trabajo en tiempo real sobre la plataforma y el ancho de banda de su
internet. Para mayor informacion sobre la carga de archivos en Galaxy
(https://galaxyproject.org/tutorials/upload/).

Download from web or upload from disk
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6. Sabremos que los archivos han sido cargados correctamente a la plataforma
cuando, en la parte derecha podamos visualizarlos en color verde. Ahora estamos



https://galaxyproject.org/tutorials/upload/

preparados para iniciar el preprocesamiento de los datos crudos de nuestro
genoma.

3. Preprocesamiento

El preprocesamiento es el primer acercamiento a la anotacion correcta de nuestro
genoma. En él vamos a mejorar la calidad de nuestros datos crudos. El control de
calidad de los datos crudos sirve como un chequeo rapido para identificar y excluir
datos de baja calidad, lo cual permite ahorrar gran cantidad de tiempo en los
analisis posteriores, y evitar resultados erréneos. Las herramientas empleadas
chequean la calidad de las bases (probabilidad de que la base asignada sea la
correcta), la distribucion de los nucledtidos, la distribucién del contenido de GC,
secuencias repetidas, entre otros parametros (Guo et al., 2014). Antes de intentar
reunir un conjunto de datos, es una buena practica examinar las lecturas para ver
si son de buena calidad. Para ello utilizaremos una plataforma amigable y facil de
manejar llamada Galaxy (Afgan et al., 2018). En esta web se aloja gran cantidad
de herramientas bioinformaticas que facilitara el andlisis preliminar de nuestros
datos de secuenciacion.

3.1 FastQC

FastQC (Andrews, 2010) tiene como objetivo proporcionar una forma sencilla de
realizar algunas comprobaciones de control de calidad en datos provenientes de
secuenciacion.

La herramienta produce un texto basico y un archivo de salida HTML que contiene
todos los resultados, incluidos los siguientes:

» Estadisticas basicas

« Calidad por secuencia de base

« Puntuaciones de calidad por secuencia
« Contenido por secuencia base

e Por contenido de GC base

e Por contenido de N base

e Secuencias sobrerrepresentadas

Sitio web: https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ El anterior
link es el sitio web del proyecto FastQC. En este puede descargar e instalar el
programa, y tener acceso a tutoriales sobre el software.



https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

Compatibilidad: Esta basado en el lenguaje Java, disponible para Windows,
Linux y Mac OS. En este tutorial usaremos la versiéon 0.11.8 de FastQC vinculada
a la plataforma Galaxy.

Entrada: Archivos de lecturas de secuencias forward y reverse (formato. fastq)
Instrucciones

1. En la parte superior izquierda en el apartado de “Tools” filtraremos por la
palabra “FastQC” y daremos clic en la opcién “FastQC Read Quality reports”.

2. En la opcién “Short read data from your current history” que nos aparecen
en la parte central de la pantalla seleccionamos el primer archivo a procesar.
Haremos uso de los valores predeterminados, nos desplazamos hacia abajo y
damos clic en el botén “Execute”
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3. Una vez la plataforma ejecute el FastQC, veremos dos nuevos estados en el
apartado de historial en la seccién derecha de la plataforma. Para ver el reporte
debemos dar clic en el icono con forma de ojo ® en el FastQC “Webpage”.
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Para mayor informacion sobre el control de calidad y comprender cada uno de los
graficos del reporte de FastQC puede visitar el tutorial disponible en el link:
https://training.galaxyproject.org/training-material/topics/sequence-
analysis/tutorials/quality-control/tutorial.html

Nota: Debera ejecutar nuevamente otro FastQC para el archivo faltante. En caso
de obtener mas de dos datos, con el fin de acelerar el proceso, se puede ejecutar
un MultiQC (Elwels et al., 2016)

Es aconsejable ejecutar el FastQC cada vez que los datos sean procesados por
alguna otra herramienta, esto con el fin de tener un control sobre los cambios
generados en las secuencias.

3.2 Cutadapt

Cutadapt (Martin, 2011) busca y elimina secuencias de adaptadores, cebadores,
colas poli-A y otros tipos de secuencias no deseadas de sus lecturas de
secuenciacion. Todas las lecturas que estaban presentes en el archivo de entrada
también estaran presentes en el archivo de salida.

Para archivos producto de secuenciacion por lllumina se recomienda usar los
valores pre-establecidos.

Sitio web: https://cutadapt.readthedocs.io/en/latest/index.html| El anterior link es el
sitio web de la herramienta, en este puede descargar he instalar el programa, y
tener acceso a tutoriales sobre el software.

Compatibilidad: Se basa en la herramienta Cutadapt de codigo abierto disponible
para Windows, Linux y Max OS X. En este tutorial usaremos la versién disponible
para la plataforma Galaxy (Galaxy Version 1.16.6 con Python 3.6.6).


https://training.galaxyproject.org/training-material/topics/sequence-analysis/tutorials/quality-control/tutorial.html
https://training.galaxyproject.org/training-material/topics/sequence-analysis/tutorials/quality-control/tutorial.html
https://cutadapt.readthedocs.io/en/latest/index.html

Entrada: Archivos de lecturas de secuencias cortas y comprimidas
(formato.fastq.gz, fastqg.bz, fastq o. fasta)

Instrucciones

1. Primeramente iremos a la seccidon de busqueda vy filtraremos por “Cutadapt” y
seleccionaremos la opcion de “Cutadapt Remove adapter sequences from
Fastg/Fasta”.

2. En el panel central daremos clic en la opcién de “Single-end or Paired-end
reads?”. Aqui debemos elegir la opcidon que corresponda con la naturaleza de
nuestros datos. En este tutorial estamos utilizando datos pareados (paired-end),
por lo que daremos clic en este apartado. Punto seguido seleccionaremos los
archivos en File #1 y File #2 correspondientes al fago de Ralstonia R1 y R2
respectivamente.

3. Procederemos a ejecutar la herramienta, bajando y dando clic en “Execute”,
recuerde que si la naturaleza de sus datos son provenientes de lllumina bastara
con ejecutar los pardmetros pre-establecidos. Si sus datos provienen de otra
tecnologia de secuenciacion diferente a lllumina, puede visitar el tutorial de
Cutadapt para validar la configuracion que mejor se adapte a sus datos y
necesidades en el link: https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/quide.html
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Si queremos ver el reporte generado en el procesamiento, podemos ir al apartado
“‘Output Options” en el panel central y marcar la opcidén de “Report” como “Yes”


https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/guide.html

3.3 Filter by quality

Filter by quality (Gordon, 2010) es una herramienta que filtra las lecturas segun los
puntajes de calidad. Se basa en el kit de herramientas FASTX de Assaf Gordon.
La distribucion del puntaje de calidad (de todos los ciclos) se calcula para cada
lectura.

Compatibilidad: Esta basado en el kit de herramientas FASTX desarrollada por
Assaf Gordon. En este tutorial usaremos la version 0.0.13 Filter by quality
vinculada a la plataforma Galaxy.

Entrada: Archivos de lecturas de secuencias cortas (formato. fasta y. fastq)
Instrucciones

1. En el buscador filtraremos por “Filter by quality” y daremos clic sobre la opcion
con este nombre.

2. En la opcién “Input FASTQ file” seleccionamos el primer archivo a procesar,
debe ser el archivo correspondiente a la primera lectura procesada previamente
por el Cutadapt. Cambiaremos los valores del corte de calidad de acuerdo a la
calidad de los datos de nuestra secuencia (estos valores se cambiaran
dependiendo de la calidad de las lecturas). Recomendamos filtrar por un Quality
cut-off value de 30 y porcentaje de bases en secuencia de 90%, si el valor Phred
de sus lecturas es alto. Ver el apartado de Per base sequence quality en FastQC
para verificar el valor Phred). Nos desplazaremos hacia abajo y daremos clic en el
botén “Execute”

3. Para ver los resultados de la ejecucién bastara con dar clic sobre el proceso en
el historial. Se aprecia el porcentaje de lecturas que fueron descartadas durante el
filtro de calidad.
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Recuerde ejecutar nuevamente el Filter by quality para el archivo faltante
Ralstonia Phage R2 previamente procesado con Cutadapt.

3.4 Trimmomatic

Trimmomatic (Bolger et al., 2014) es un software rdpido y multiproceso que se
puede utilizar para remover secuencias de baja calidad, recortar ambos extremos
de las secuencias y ademas elimina adaptadores cuando estan presentes.

Los pasos de recorte actuales son:

o ILLUMINACLIP: Corte el adaptador y otras secuencias especificas de
illumina de la lectura.

« SLIDING WINDOWN: Realice un recorte de ventana deslizante,
cortando una vez que la calidad promedio dentro de la ventana cae por
debajo de un umbral.

« LIDER: corte las bases al comienzo de una lectura, si esta por debajo
de un umbral de calidad

o TRAILING: corte las bases al final de una lectura, si esta por debajo de
un umbral de calidad

e« CROP: Corta la lectura a una longitud especificada

« HEADCROP: Corta el numero especificado de bases desde el inicio de
la lectura

« MINLEN: Elimine la lectura si esta por debajo de una longitud
especificada

« TOPHREDSS3: Convierta puntajes de calidad a Phred-33

« TOPHRED®64: convierte puntajes de calidad a Phred-64

Sitio web: http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic El anterior link es el
sitio web de la herramienta, en este puede descargar he instalar el programa, y
tener acceso a tutoriales sobre el software.

Compatibilidad: Estd basado en el lenguaje Java, disponible para Windows,
Linux y Mac OS. En este tutorial usaremos la version 0.38.0 vinculada a la
plataforma Galaxy.

Entrada: Funciona con FASTQ (utilizando puntuaciones de calidad phred + 33 0
phred + 64, segun la canalizacion de lllumina utilizada), ya sea FASTQ sin
comprimir o con gzip. El uso del formato gzip se determina en funcién de la
extension .gz.

Instrucciones


http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic

1. En el buscador filtraremos por “Trimmomatic” y daremos clic sobre la opcion
“Trimmomatic flexible read trimming tool for lllumina NGS data”.

2. En el panel central daremos clic en la opcién de “Single-end or Paired-end
reads?”. Debemos elegir la opcidén que corresponda con la naturaleza de nuestros
datos (En nuestro caso son datos separados entre archivos. Si sus datos son R1y
R2 pero estan en un solo archivo elija la opcion Paired-end as collection). Luego
seleccionaremos los archivos en Input FASTQ file (R1/first of pair) y (R2/second
of pair) correspondientes a los datos previamente procesados por Filter by
quality.
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Tools v History S+ms
Trimmomatic flexible read trimming tool for lllumina NGS data 7 Favorite & Versions ~ Options
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Show Sections 404 GB »e
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Trimmomatic flexible read trimming tool
for lllumina NGS data Input FASTQ file (R2/second of pair) 15: Filter by qualityond ~ ® # X
Shovill Faster SPAdes assembly of lllumina D 0|l o |1s: Filter by quality on data 7 - I = ata 6
reads
. st ol . 14: Cutadaptondata7a @ & X
tp - fast all-in-
F:sSTPQﬂT:s al-in-one preprocessing for Perform initial ILLUMINACLIP step? nd data 6: Report
WORKFLOWS ® o 13:Cutadaptondata7a @ ¢ X
T Cut adapter and other illumina-specific sequences from the read —_——
t
Trimmomatic Operation
1: Trimmomatic Operation 12: Cutadaptondata7a @ 4 X
nd data 6: Read 1 Outpu
Select Trimmomatic operation to perform t
Siiding window trimming (SLIDINGWINDOW) - 11:FastQCondataT:-Ra @ & X
< Number of bases to average across - >

En este tutorial usaremos 4 procesos permitidos a ejecutar por el Trimmomatic.

3.4.1 llluminaclip Adaptador de corte y otras secuencias especificas de lecturas
lllumina.

1. Activaremos el “Perform initial ILLUMINACLIP step?” Esto desplegara un
listado de opciones nuevas.

2. Elegiremos la opcién “Standard”. Si conoce los adaptadores con los cuales se
corrieron sus secuencias, elija la opcion “Custom” y en el cuadro desplegado
proporcione la secuencia del adaptador.

3. En la opcién de “Adapter sequences to use” elegimos la naturaleza (Paired-
end o singled-end) y la tecnologia de secuenciacion de nuestros datos. Las otras
opciones se dejan en valores estandar.
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Perform initial ILLUMINACLIP step?
€O v

Cut adapter and other illumina-specific sequences from the read

Tools

Trimmomatic

2 Upload Data Select standard adapter sequences or provide custom?

Standard hd
@ Show Sections
fastp - fast all-in-one preprocessing for Adapter sequences ta use
FASTQ files TruSeq3 (paired-ended, for MiSeq and HiSeq) v

Trimmomatic flexible read trimming tool
for lllumina NGS data

Maximum mismatch count which will still allow a full match to be performed
Shovill Faster SPAdes assembly of lllumina

reads 2

fastp - fast all-in-one preprocessing for
FASTQ files How accurate the match between the two ‘adapter ligated' reads must be for PE palindrome read alignment

'WORKFLOWS 30

All workflows
How accurate the match between any adapter etc. sequence must be against a read

10

Minimum length of adapter that needs to be detected (PE specific/palindrome mode)

g

3.4.2 Headcrop, Triling & Slidingwindow La primera herramienta corta el nimero
especificado de bases desde el inicio de la lectura. La segunda corta las bases al
final de una lectura, si estad por debajo de un umbral de calidad. La ultima realiza
un recorte de manera continua, cortando una vez que la calidad promedio dentro
de la ventana cae por debajo de un umbral.

1. El primer paso a realizar sera insertar dos operaciones adicionales a
realizar por trimmomatic haciendo clic en el boton de “+ Insert Trimmomatic
Operation”.
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& Upload Data

@ Show Sections

fastp - fast all-in-one preprocessing for
FASTQ files

Trimmomatic flexible read trimming tool

+ Insert Trimmomatic Operation

2. En el primer apartado elegiremos la operaciéon (SLIDINGWINDOW) y en las
opciones so6lo cambiaremos el “Average quality required” por un valor acorde
con el valor phred de nuestra lectura, valor recomendado estandar entre 20 y 30.

3. En el segundo apartado elegiremos la operacion (HEADCROP) y en su
respectiva opcion elegiremos el valor a convenir segun la calidad de nuestros
datos (apartado “Per base sequence content” del FastQC), valor recomendado
estandar es 10.

4. En la ultima operacion elegimos el proceso (TRAILING) y en su opcion
pondremos el valor Phred que creamos conveniente segun la calidad de los datos
de secuenciacion, valor recomendado estandar entre 20 y 30.
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Una vez realizadas las acciones y configuraciones pertinentes nos desplazaremos
hacia abajo y daremos clic en el boton de “Execute”

3.5 Bowtie2

Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012) es una herramienta rapida y de memoria
eficiente para alinear las lecturas de secuenciacion con secuencias de referencia
largas. La plataforma de Galaxy para Bowtie2 permite seleccionar entre indices
precalculados y definidos por el usuario para genomas de referencia. Permite usar
un indice de genoma incorporados o cargar un genoma de interés como un
archivo FASTA en el historial de Galaxy y seleccionarlo para mapear a genomas
de referencia. Usaremos esta herramienta para descontaminar los reads de los
fagos de R. solanacearum.

Sitio web: http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml

Compatibilidad: A partir de la version 2.3.5, Bowtie2 ahora admite la alineacién
de lecturas SRA. Las compilaciones pre-empaquetadas incluiran un paquete
compatible con SRA. Si estd compilando Bowtie2 desde la fuente, asegurese de
gque Java esté disponible en su sistema.

Entrada: Bowtie2 acepta archivos en formato Sanger FASTQ (single o paired-
end).

Instrucciones


http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/
http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml

1. En el buscador filtraremos por “Bowtie2” y daremos clic sobre la opcion
“Bowtie2 — map reads against reference genome”.

2. En el panel central elegimos la opcion acorde a la naturaleza de nuestros datos
(Paired-end segun el tutorial) y en los apartados de FASTA/Q file #1 y file #2
seleccionamos los datos “Trimmados” del R1 y R2 respectivamente.

3. Seleccionaremos la opcién “Write unaligned reads” para tener acceso a las
lecturas procesadas que no se alinearan con el genoma de referencia.
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Tools A4 History c+o%

Bowtie2 - map reads against reference genome (Galaxy Version 2.4.2+ galaxy0)
Is this single or paired library Tutorial Phagos
Paired-end - 16 shown, 16 deleted

@ Show Sections FASTA/Q file #1 461GB »e

B | © | © || 17 Timmomatic on Filter by quality on data 6 (R1 paired) -l e
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g file)

FASTA/Q file #2

20: Timmomaticon Filt @ # X
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(R2 unpaired)

bamPEFragmentSiz

19: Trimmomatic on Filt @& & X
int cONA fi

n parameter for single reads and --un-conc for paired reads 18: Timmomaticon Filt @ & X
er by quality on data 7
(R2 paired)

WORKFLOWS 17: Timmomaticon Filt @ & X
er by quality on data 6

(R1 paired)

All workflows

No - 16: Filter by qualityon @ & X
AaaT
< See "Alignment Options” section of Help below for information - >

3. Nos desplazamos hacia abajo, y en el apartado de “Will you select a reference
genome from your history or use a built-in index?” seleccionamos la opcion de
“Use a genome from the history” (si el hospedero de nuestro bacteriéfago no se
encuentra en el listado predeterminado, deberemos subir la secuencia del genoma
de nuestro hospedero en formato .fasta como se ensefia en el apartado 2.
Plataforma galaxy y carga de datos). En este tutorial estamos trabajando con un
fago de Ralstonia solanacearum, por lo que deberemos cargar el genoma del
hospedero como referencia. Lo podremos descargar desde la web del NCBI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

4. En la opcion “Select reference genome” seleccionamos el genoma de
referencia previamente cargado a la plataforma

5. Segun como deseemos que sea de riguroso el analisis debemos elegir la opcidn
a convenir.

6. Daremos clic en la opcion de “Save the bowtie2 mapping statistics to the
history”


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Los demés parametros se dejaran tal como estan, nos desplazaremos hacia abajo
y daremos a “Execute”. Para mayor informacion puede leer la guia de Bowtie2
Galaxy en el link https://training.galaxyproject.org/training-
material/topics/sequence-analysis/tutorials/mapping/tutorial.html.

Seria interesante correr otro Bowtie2 tomando el genoma del Homo sapiens b38:
hg38 canonical como genoma de referencia, debido a que es posible hallar
contaminantes humanos en las muestras por manipulacién de aislados.

3.6 Descarga de datos preprocesados

Una vez realizado el preprocesamiento de nuestros datos, procederemos a
descargar las secuencias. Para ellos deberemos dar clic sobre el proyecto que
deseemos descargar. A continuacion, en la informacién que se despliega daremos
clic en el icono del disco “Download”. Esto iniciara de manera automatica la
descarga de los datos procesados por esta herramienta.


https://training.galaxyproject.org/training-material/topics/sequence-analysis/tutorials/mapping/tutorial.html
https://training.galaxyproject.org/training-material/topics/sequence-analysis/tutorials/mapping/tutorial.html
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Recuerde renombrar y ubicar el archivo en la carpeta de trabajo para facilitar el
proceso, asi mismo el descargar los dos archivos (R1 unaligned read R) y (R2
unaligned read L).

4. Plataforma PATRIC, registro y carga de datos

Centro de Integracién de Recursos de Patosystemas (PATRIC por sus siglas en
ingles), proporciona datos integrados y herramientas de andlisis para respaldar la
investigacién biomédica sobre enfermedades infecciosas bacterianas. Aqui puede
cargar sus datos privados en un espacio de trabajo, analizarlos utilizando servicios
de alto rendimiento y compararlos con otras bases de datos publicas utilizando
herramientas de analisis visual.

4.1 Registro

En este tutorial, realizaremos el ensamblaje de nuestro genoma mediante la
plataforma PATRIC, a la que podremos acceder desde el link https://patricbrc.org/.
Lo primero a realizar sera el registro desde el botdn “Register” en la parte superior
derecha de la ventana. Posteriormente, en la nueva pestafia se ingresaran los
datos personales, y como ultimo paso se efectuara la confirmacion desde el correo
gue elegimos vincular a la plataforma.
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4.2 Carga de datos

1. En la parte superior de la pagina de PATRIC, busque la pestafia “Services” y
haga clic en ella, luego en el cuadro desplegable haga clic en “Assembly”
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Esto abrira la pagina de inicio del ensamblaje, donde podremos subir nuestros

datos pareados o no pareados (paired-end o singled-end) dependiendo de la
naturaleza de nuestros datos.

2. Como nuestros datos son pareados nos dirigiremos al apartado de “Paired read

library” y daremos clic en el icono sombreado con forma de carpeta para subir el
primer archivo.



Paired read library € @

READFILE 1
I =2

READ FILE 2
1 =

ADVANCED +

3. En la nueva ventana, lo primero sera crear una carpeta en el sistema, en la que
podremos guardar nuestros procesos. Para ello daremos clic en el icono con
forma de carpeta y, en la ventana emergente podremos nombrar la carpeta.

4. Ahora cargaremos la secuencia, previamente preprocesadas y descargada
desde Galaxy, correspondientes a nuestro archivo (R1). Daremos clic en el icono
con flecha apuntando hacia arriba.

‘-ﬁn
Name + | size Owner Members Created 4]
1 Parent folder
B Assambly me Onlyme  26/2/2110:32 Create Folder
B Experiment Groups me Only me 26/2/121 10:25 Tutorial
B Experiments me Only me 26/2/21 10:25
B Fago de Klebsiella R1 FASTA 429MB  me Onlyme  26/2/2110:47 Cancel'| | Creaie Foider
[B Fago de Klebsiella R1 fastq 1122 MB me Only me 26/2/21 11:28
& Fago de Klebsiella R1 fastgsanger 0B me Only me 26/2/21 10:41
& Fago de Klebsiella R2.FASTA 39.0 MB me Only me 26/2/21 10:48

Show all files and folders @

Cancel || OK

5. Esto abrird una nueva ventana que nos permitira seleccionar los archivos
guardados en la computadora, para ello daremos clic en “Select File”.

6. En la nueva ventana buscaremos el lugar donde guardamos nuestros datos
Preprocesados, seleccionamos y damos clic en “Abrir”

Upload files to Workspace

Browse Workspace

@ Abrir X
Upload file to: /Hasofel@palricbrc.orghome
<« v < Proyecto > Tutorial utorial L
Upload type: |Reads
Organizar = Nueva carpeta >~ O @
&) Imagenes A Nomb
UdeA B Ralstonia Phage Preprocesado R1 fastgsa
SEMESTRE & B Ralstonia Phage Pr
GBS4 B Ralstonia Phage R1 fastq.gz
_ Genomas B Ralstonia Phage_R2 fastq.gz Mo hay ninguna vista pre
Select File disponible.
Proyect
or Tutorial
@ OneDrive
Datos adjunt
File Selected L

Cancel



7. Una vez seleccionado, completara automaticamente el nombre del archivo.
Punto seguido dar clic en el botén “Start Upload” para dar inicio a la carga de
datos.

Upioad files to Workspace
Browse Workspace

Upload file to: /Hasofeli@patricbrc org/home

Upload type- | Res

Select File

Ralstonia Phage Preprocesado R1.fastgsanger.gz reads 212712989 x I

Esto completara automaticamente el nombre del documento en el cuadro de texto.

Paired read library @ ®
READFILE 1
12 |Ralstonia Phage Preprocesado R1. - | &=

READFILE 2

14 =

ADVANCED *

Puede ver el proceso de carga del archivo en la parte inferior derecha de la pagina
de PATRIC. Esto puede tardar varios minutos, dependiendo del tamafio de los
archivos.

8. Repita el proceso para cargar el segundo par de la lectura (R2).

Paired read library @

READFLLE 1
1% |Ralstonia Phage Preprocesado R1.| - &
READ FILE 2
| -

ADVANCED *

9. Una vez los datos se hayan subido a la plataforma al 100% haga clic en el icono
de una flecha dentro de un circulo en la parte superior derecha de la ventana, esto
finalizara la carga de datos y movera los archivos al cuadro “Selected libraries”.
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Place read files here using the armow buttons.

READ FILE 1
1% Ralstonia Phage Preprocesado R1 = I P(Ralst...er.gz, Ralst...er.gz) iox I

READ FILE 2
1% Ralstonia Phage Preprocesado R2. - &

Ahora podremos trabajar con estos datos.

5. Ensamblaje

El ensamblaje de novo es el proceso de fusionar lecturas de secuencias
superpuestas en secuencias contiguas (contigs) sin el uso de ningin genoma de
referencia como guia. Los ensambladores mas eficientes para secuencias de
lectura corta suelen ser aquellos que emplean gréaficos de Bruijn para producir un
ensamblaje (Compeau et al., 2011).

5.1 Ensamblaje del genoma (SPAdes)

SPAdes (Bankevich et al., 2012) es un algoritmo de ensamblaje de genoma que
fue disefiado para conjuntos de datos bacterianos unicelulares y multicelulares.
SPAdes utiliza k-mers para construir el grafico de Bruijn inicial y en las siguientes
etapas realiza operaciones tedricas de gréaficos que se basan en la estructura del
grafico, la cobertura y las longitudes de secuencia. Ademas, ajusta los errores de
forma iterativa. SPAdes es una herramienta de cédigo libre, alojado en el Centro
de Biotecnologia Algoritmica (CAB por sus siglas en ingles), web en la que podras
hallar versiones de descarga y guias completas.

En este tutorial haremos uso de la herramienta SPAdes para ensamblar de novo
nuestro genoma de interés. Rihtman y colaboradores (2016). Demostraron que
Spades es significativamente mejor que los ensambladores Velvet y Ray a la hora
de ensamblar genomas de bacteridfagos, con un desempefio del 98,6% contra
84,6% y 89,7% respectivamente. Para ello nos valdremos de la plataforma de libre
acceso PATRIC, en la que previamente realizamos el registro y la carga de datos.

Sitio Web: https://cab.spbu.ru/software/spades/

Compatibilidad: SPAdes es compatible con sistemas operativos como Linux,
Windows y Mac. funciona con tecnologias de secuenciacibn como lo son lon
Torrent, PacBio, Oxford Nanopore e lllumina.


https://cab.spbu.ru/software/spades/

Entrada: Admite secuencias en formato Fastq
Instrucciones

1. Lo primero sera elegir la plataforma bajo la que se secuenciaron nuestros datos.
Para ello daremos clic en la opcion “ADVANCED” en las opciones que se
despliegan daremos clic “PLATAFORM” y seleccionamos la opcién pertinente.

Paired read library @ ® Selected libraries @

Place read files here using the amow butions.

READ FLE
1% Ralstonia Phage Preprocesado R1. - & P(Ralst_ergz, Ralst_ergz) iox

READ FRE 2
1% Ralstonia Phagg Preprocesado R2. - | &

.
Fals:

A PLATFORS
False lllumina | =
Infer Platform
Nllumina
Single i jon Torrent ®

csavras
1 =

2. En el apartado de “Parameters” seleccionaremos el software con el cual
queremos realizar el ensamblaje del genoma, haciendo clic en la opcién
‘ASSEMBLY STRATEGY”. Esta plataforma permite el uso de diversas
herramientas, nosotros usaremos SPAdes.

3. Seleccionaremos la carpeta en la cual se van a alojar los diferentes archivos de
salida generados por la anotacién del genoma, dando clic en “OUTPUT FOLDER”.
Esta carpeta fue creada previamente en el punto 3 del apartado 4.2 Carga de
datos.

4. En la opciéon “OUTPUT NAME” daremos nombre a nuestro proceso de
ensamblaje.

5. En la opcion “TRIM READS BEFORE ASSEMBLY” cambiaremos a “True”. Los
valores de “MIN. CONTIG LENGTH” y “MIN. CONTIG COVERAGE” los podremos
cambiar de acuerdo a lo estrictos que queramos ser a la hora de ensamblar
nuestro genoma. Con nuestros datos, recomendamos usar un valor de 500 y 20
respectivamente como se muestra en la imagen de abajo.



metaSPAdes

QUTPUT FOLDER

1% | Tutorial =
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ASSEMBLY STRATEGY
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\Ensamblaje Ralstonia Phages
ADVANCED 4
TRIM READS BECGRE ASSEMBLY

True

RACON ITERATIONS PILON ITERATIONS

2 2
MIN. CONTIG LENGTH MIN. CONTIG COVERAGE]
500 20

Finalmente daremos clic en el botdn de “Assemble”

Si desea tener mayor informacion sobre los parametros avanzados y las demas
herramientas de ensamblaje en la plataforma PATRIC, puede visitar los tutoriales
en el link https://docs.patricbrc.org/tutorial/genome_assembly/assembly2.html
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SRA run accession ®

Parameters @

QUTPUT FOLDER

1% Tutorial -3

ADVANCED 4
True

ACON ITERATIONS PILON
2 2

MIN. CONTIG LENGTH MIN. CONT
300 5

I‘ Assembly Job has been queued |I

[Reset | | Assemble

2 v R~ N

Este mensaje indica que nuestro proyecto sera subido a la cola de procesos por
ejecutar. Sera agregado a la lista de “Jobs” (trabajos) en ejecucion, pestafia en la
gue si damos clic podremos ver los trabajos ejecutados y en ejecuciéon. Sélo resta
esperar la total ejecucion.



Status D Service

3419286 GenomeAssembly2
completed 3408084 GenomeAssembly2
failed 3408056 GenomeAssembly2
completed 3408049 GenomeAssembly2
failed 3408046 GenomeAssembly2
failed 3408044 GenomeAssembly2
completed 3407768 GenomeAssembly2
completed 3407041 GenomeAssembly2
failed 3407038 GenomeAssembly2
completed 3408156 GenomeAssembly2
completed 3406108 GenomeAssembly2
completed 3408105 GenomeAssembly2
completed 2670937 Annotation
completed 2670886 Annotation
completed 2670044 Annotation
completed 2323619 Annotation

1-21 de 21 resultados

5.1.1 Descarga datos ensamblados

Una vez el ensamblaje del genoma haya terminado, el “Status” cambiara a
“‘completed”. Para ver los resultados daremos doble clic sobre el proceso, en esta
ventana, podremos ver dos archivo, uno contiene todos los reportes del
ensamblaje en formato .html, y otro archivo contig.fasta con las secuencias
nucleotidicas del ensamblaje, este Ultimo es el archivo de interés.

1. Seleccionamos el archivo contig.fasta y daremos clic en el boton de
‘DWNLD?” para iniciar la descarga.

Recuerde renombrar el archivo y guardarlo en la carpeta de trabajo.
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5.2 Analisis calidad del ensamblaje

Existen algunas métricas que permiten evaluar la calidad del ensamblaje
cuantitativamente. Se calcula generalmente la talla minima, maxima y media de
los contigs, asi como la talla total del ensamblaje, la cual debe coincidir con la talla
esperada del genoma. Pero el principal valor estadistico es el valor N50 y es
definido como la longitud de los contigs, tal que usando contigs de igual o mayor
tamafo al valor de N50, estos corresponden a la mitad de las bases del genoma
ensamblado. Para una mejor valoracion de la calidad, desde el punto de vista
cualitativo, se puede realizar el alineamiento de las lecturas con
los contigs obtenidos, proceso denominado remapeo (Nagarajan & Pop, 2013).

El analisis de calidad del ensamblaje sera realizado en la plataforma de libre
acceso Usegalaxy.

5.2.1 Quast

QUAST (Mikheenko et al., 2018) es una herramienta de evaluacion de la calidad.
La herramienta evalla los ensamblajes del genoma calculando varias métricas.
Funciona con o sin genoma de referencia.

Sitio web: http://quast.sourceforge.net/metaquast

Entrada: La herramienta acepta ensamblajes y genomas de referencia en formato
FASTA. Los archivos pueden estar comprimidos con zip, gzip o bzip2.

Instrucciones

1. Cargar los datos del contig.fasta en la plataforma Galaxy como se ensefia en el
apartado 2. Plataforma Usegalaxy y carga de datos. Podremos seguir trabajando
en el mismo Historial o bien crear uno nuevo.

33: Ensamblaje Ralstoni @ & X
a_Phage_contigs.fasta

26: BowtieZ on data 22, @ & X
data 18, and data 17: m
apping stats

25:BowtieZ ondata22, @ & X
data 18, and data 17: ali

gnments

24: Bowtie2 on data 22, @ F X
data 18, and data 17: un
aligned reads (R)

23:BowtieZ ondata22, @ & X
data 18, and data 17: un
aligned reads (L)

22:Ralstonia UY031.fast @ & X
a



2. Una vez cargados los datos a la plataforma Galaxy, en el apartado de
busqueda, filtraremos por “Quast” y daremos clic en la opcion “Quast Genome
assembly Quality”.

3. En el panel central elegimos el contig.fasta, dejamos todos los
parametros en predeterminados y tras desplazar hacia abajo daremos clic en el
botdn de “Execute”.
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Para visualizar los resultados del proceso, una vez haya terminado, deberemos
dar clic en el icono con forma de ojo en el “tabular report”.

Assembly Ensamblaje_Ralstonia_Phage_contigs_fasta
# contigs (>= 0 bp) 22
# contigs (»= 1000 bp) 9
Total length (>= 0 bp) 65922
Total length (>= 1000 bp) 63900
# contigs 10
Largest contig 38385
Total length 64573
GC (%) 61.78
N30 38385
N75 3228
L50 1
L75 a
# N's per 100 kbp 0.00

Si desea realizar un proceso con mayor robustez, puede visitar el Link
http://quast.sourceforge.net/docs/manual.html para comprender todas las métricas.

5.2.2 Bandage

Bandage (Wick et al., 2015) es un programa GUI que permite a los usuarios
interactuar con los graficos de ensamblaje hechos por ensambladores de novo
como Velvet, SPAdes, MEGAHIT y otros. Los gréficos de ensamblaje de novo
contienen no solo contigs ensamblados, sino también las conexiones entre esos


http://quast.sourceforge.net/docs/manual.html

contigs, que anteriormente no eran facilmente accesibles. Bandaje visualiza
graficos de ensamblaje, con conexiones, utilizando algoritmos de disefio de
graficos.

Sitio Web: La herramienta no cuenta con una pagina web, su ejecutable esta
alojado en GitHub https://rrwick.github.io/Bandage/

Compatibilidad: Es compatible con Windows, Mac y Linux

Entrada: La herramienta acepta ensamblajes en formato FASTA. Los archivos
pueden estar comprimidos con zip, gzip o bzip2.

Instrucciones

1. En el buscador filtramos por “Bandage” y elegimos la opciéon “Bandage Image
visualize de novo assembly graphs”

2. En el panel central, la opcion “Graphical Fragment Assembly” elegimos el
archivo contig.fasta, podemos dejar las métricas como preestablecido Yy
ejecutamos.
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Para ver el gréafico asociado a nuestro ensamblaje, damos clic en el icono con
forma de ojo en el proceso correspondiente al Bandage en el panel del historial.

5.3 Refinamiento del genoma (Polishing)

La finalidad del Polishing es mejorar significativamente los ensamblajes del
genoma en borrador corrigiendo bases, arreglando ensamblajes incorrectos y
llenando huecos (gaps). Se hace uso de herramientas “multifuncionales”



totalmente automatizada para corregir conjuntos de borradores y variantes de
secuencia de llamada de varios tamafnos, incluidas inserciones y eliminaciones
muy grandes.

5.3.1 Generando archivos SAM

El primer paso a seguir, para poder realizar el pulido de nuestro ensamblaje
mediante el programa Pilon, es generar un archivo en formato SAM mediante
Bowtie2.

1. Filtramos en el buscador de herramientas por la palabra “Bowtie2” y la abrimos.

2. En el panel central en el apartado “Is this single or paired library” elegimos la
opcion acorde con la naturaleza de nuestros datos (paired-end o single-end). En
las opciones FASTA/Q file #1 y FASTA/Q file #2, seleccionar los archivos que
descargamos en el paso 3.6 Descarga de datos preprocesados, R1 unaligned
read R y R2 unaligned read L respectivamente.

3. En el apartado “Will you select a reference genome from your history or use
a built-in index?” seleccionamos la segunda opcién “Use a genome from this
history”. Esto nos permitird seleccionar un archivo previamente subido a nuestro
historial.

4. En el apartado “Select reference genome” debemos elegir el archivo
contig.fasta que descargamos previamente en el paso 5.1.1 Descarga datos
ensamblados y cargamos en el galaxy en el paso 5.2.1 Quast instruccion 1.
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22:Ralstonia UY031.fas @ 4 X
ta

21: Timmomaticonda @ 4 X
ta 16 and data 15 (triml
B oq file)

5. Bajamos en el panel central y cambiamos la opcion “Do you want to tweak
SAM/BAM Options?” a “YES”




6. En las opciones que se despliegan, en la que dice “Would you like the output
to be a SAM file”, debemos cambiarla a “YES” y ejecutamos.
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El archivo SAM generado lo usaremos para convertirlo a formato binario BAM,
para ello utilizaremos la herramienta Samtool (Li H. et al., 2009)

5.3.2 Convirtiendo SAM a BAM
1. En el buscador, filtramos por Samtool y elegimos la opcion “Samtools view -
reformat, filter, or subsample SAM, BAM or CRAM”

2. En el panel central, en la opcion “SAM/BAM/CRAM data set” cargaremos el
archivo SAM creado en el paso anterior y ejecutamos.
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3. Para reordenar las alineaciones por coordenadas de los datos contenidos en el
archivo BAM, con el fin de optimizar el proceso de “Polishing”, en el panel



izquierdo buscaremos la opcién de “Samtools sort order of storing aligned
sequences” y daremos clic.

4. En la opcion “BAM File” seleccionamos el archivo BAM creado anteriormente y
ejecutamos.
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El archivo de salida de este proceso serd usado para realizar el pulido de nuestro
genoma mediante el uso de herramientas todo en uno.

5.3.3 Pilon

Pilon (Walker et al., 2014) es una herramienta de software que se puede utilizar
para mejorar automaticamente los conjuntos de borradores o para encontrar
variaciones entre cepas. Pilon utiliza el andlisis de alineacion de lectura para
identificar inconsistencias entre el genoma de entrada y la evidencia en las
lecturas. Luego intenta realizar mejoras en el genoma de entrada, que incluyen:

e Diferencias de base Unica.

e Pequeiios indels.

e Eventos de sustitucién de bloque o indel mas grandes.

e Relleno de huecos.

e I|dentificacion de ensamblajes incorrectos locales, incluida la apertura
opcional de nuevos huecos.

Entrada: Pilon requiere como entrada un archivo FASTA del genoma junto con
uno o mas archivos BAM de lecturas alineadas con el archivo FASTA de entrada.

Instrucciones:

1. En el buscador, filtramos por “Pilon” y seleccionamos la opcion “Pilon An
automated genome assembly improvement and variant detection tool”.



2. En la opcion “Select a reference genome” seleccionamos nuestro archivo
ensamblado, es decir el contigs.fasta.

3. En el “Input BAM file” seleccionamos el archivo BAM ordenado.
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[Create changes file

En el panel central, si queremos ver el archivo con los cambios generados,
debemos cambiar la opcion “Create changes file” a “Yes” y como dultimo
ejecutamos el proceso.

5.3.3.1 Descarga de datos post polishing

1. Vamos al proceso Fasta compilado por el Pilon y descargamos el archivo
contigs.fasta procesado, dando clic en el icono con forma de disquete.
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GTGTGGGCAAAGAGTTTACCCGTAGTGTCCACGTCCTTGTCGCAGAGGCAT TTATCGGTCCGLGGGLGEATGOCGTGCAL
GTCAACCACATTGATCACGACAAGGCGANCAATCAGTTACCANATTTGRAATACGTCACGGGCGTCAAMAACGTACACGC
TTACCATCGACACAAGAACCCGCATTGRGAGC CAAAGAAACCTTCCGCGCCCRCACCTCRCGRACCCAMACCGATGACGA
TCGTGGCGATTGEEGCEEACGEAACAGAGCGCGTGTTTGT TACAGTAAAGGC CGCAATAGACGCTGEGT TTACGGCTTCC
GGGATCAGCAGTTGTTTGAARGGGAGATTGCATGCACACCGTGGCCACACT TTTCGCCGCGCCGGTTGAGCGCCCCATCC
TCCTTGATCCACGCATCCCGCATCACCGGCCCCTGATACGCCGCATCATGTTGCTCACCCCGLCCACCCCTTCGATCCAT
TGACCATGECCCTCCCACTCATCCTCTTCATGCTCGCCGGCATCTTCCTGT TGGCTGCATTCAAACCCTARMTGCCATCC
CCCCAACCCATCTACGECGCGCAGGGCGAACAGCARCTCATEATGEAGTTGTGGEACCCECARC TRECCAMCGATCCGLT
CCAGTTCGTECAGTTCECCTACCCA CAACACGCCGCTGAAGCACCAATCCGRCCCACGCGATGGCAGA
AAGAGACGCTGGAGGARATCACCCRGCACATCAAGGCCAACGAACTGCGCGCCGCACAGCAGRCCATCTACGAGATGTGE
CGATCGRCCAATEC TTCOGGICGCGGCATCGECAAGTCCGCCTTGATGTCATAGCTGACCCACTGATTCCAGACGACGCE
TCTGGGCGGCACGACGETAETGACGGCCAACACGGAGCAGCAGT TRAAGTCCCGRACCTGGRCCGAGTTGRGCANGTGRE
TGTCGTTGRCGATCAACGCCCAC TGGCGCTCTCGATGCGCCCGGCGCAGTEGTTTGAEGAAGCGGTC
AAGCGCGACCTGAARATCGACCTGEGGTACTACTACGCCCAGGCGLAGTTGTGEAGCGAAGAGAACCCGGACGCATTCGE
CGGCATCCACAACCACCACGECTTCATGCTGATCTTCEATGAGGCGTCCGETATCCCAACACCCATCTEGACTGTETCCG
AGGGGTTTTTCACCGAGCCCATCCCGGATCGCTACTGETTCETGTTCAGCAACCCECGECGCAACAGTERCAGCTTTTTC
GAGTGCTTCCACCACGACCGCAACTTCTGRAAGACGCGCAACATCAACAGCCATAC TGTAGAGGECACGRACCGCGCGAC
CTTCGACAAGATCATGACGCAGTATGGAGAAGACAGCGACGTCACGCGAGTGRAAGTCAAGGECCAGTTCCCGANCAAGT
CGRCCAACCAGTTCATCCCGACCGATCAGETGACCGGOGCGLAGGAAC GLAAGCCGATCCCCEATCCGEATGLGCCGCTE
CTCATGGGCTGCGACGTGGCACGCAACGRCAACGCCCETTCCGTCATCGCTTTCCGCAAGGGECGCGATGCCGTGTCCAT
CCCGTGGCAGTCGTACAAGGECATCGATACGGTGCAGT TCGLCACCCACATCGCGGATGCGGLCACCAAGTTCANGGTTE
ATGCGATATTCGTGGACGGCANCGGTGTGAGCGECGGCGTGETGRATATCT TGAAATCCTGAEGCCACCGGGTGATGGAR
GTGCAGGCAGGCECCACGCCGAACGACCCGAACCGTTCC TEAACAAGCGCGTGEAGATGTGEGCGCTEATGGCCGAGTG
GCTGCTGATCGGCAGCAT TCCGGACGATTCACTACTGCGCACCGACCTCATCAGCCCCRAGTACAGCTACCACCCEGTCA
GCAMCAAGCTGATCCTAGAAGGCANGGAGCACATGGAGRACCGCGACCTGECATCTCCCRACTACGRCGANGCGCTAGCT
TTGACCTTCRCCCRGCCTATAGCGCGCACGGATACCCACACCAGCCGCAGC CAGGCGCGCAMCCGAATERCGGCCRACGT
GGACTACAACATATTTEGC TAGGGTGAAGTGTTGTGCTAT TCTCCACGCGATGCEATTTCCTCAAGAGTGGCGACTTAGT
TCAGTTGGCAGAGCGCTGGATTGTCTATCCGGATGT CAGGGET TCRAGCCCCCTAGTCGTCGLCAGTCTTGAGGGRCGTC
GTAACGGCCGGCTTCCATTCCAGTGGGGET TTGCCCGEGCCEGATACACGACCCCTCACCAACTCAAAT CGRAGCCCACA
TGTCCGCTCTGTTCTCCARGLCCAMGACCCCGEACGCT CCGICGaCTGCACCGCCGCCRGCAICGACTETRRACAATACT
GCCAACCAGACCGACGTGGCCGCRCAGCAGCAMCAGATGGCEC TRCAGCGTGGGCGCACGTCCACGATCCTGACGAGCGE
CGCGGGCCTCTCRAATACTGECACGACCACCAAGACGCTGCTGEATCAGTAAGATGGCACGCACCGLGCCCGRATTGACA
GAACGCTTTAAAGCCARAT TCATCCCGRAAGC TTTGACAGGCTGCTEGCTGTGAACGGECGCACTTTCRAGACTGEAGTA
CGRCAACTTCTGEAACGGTGAGCGEGTGGATTGCACGCATCACGTTTCATACGGETTGTATCATGRCCCAGTGRGAGALA
AGARAGTTCTCCACCGCTGTGACAACCCGGCTTGCGTAACCCACACCATCTGTTTTTGGGAACGATGTCTGACAACACE
CAAGACATGGTTCGCAAGGGLCGCAACTTCGTGCCGCGTGAACAAAACTCTCGCCTGACGGCAGAGCAGGTAAAACGAAT
CCGGEGCAGCTGCGGACACGGLAGAACTGCGTGCGTTGECCGAGCAATTCGGCATCACCTATAGCGGTGCGTACARAATCC
GCCGCGGCGATCETTGEGGGCACGTTTGATGGCTGAAGCTGATACCCCCAAAACCANAGACGCTGACGCGGAACTCGCCA
CCGAGTTGATGCGTGAGT TCGGCCAGATTTCCGETCGCCGCEGCATCTAGGAACGACACTGGEAGACGETGGCGCAGAAG
GTGCTGCCCTACTACAGCACGACGTTCTACAGCCAGGGCAACATGATGCCCGGCCAGCAACGTGRCCAGGAGCAGTTCGA
CGTCACGGCCAACGCCACCTTGTGRAAGTTCGCGACGRCCATGRAGTCGATGCTEACGCCGRCCAACAGCCAGTGRCACC
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2. Abrimos el archivo descargado con el editor de texto preferido, ubicamos el
puntero en la primera fila. Vamos al apartado de buscar y filtramos por el simbolo



“>”. Esto nos desplazara entre contigs, necesitaremos copiar el contig de interés
(Ver los resultados del Bandage en el archivo .html generado tras el ensamblaje,
al igual que las deméas métricas para saber cual contig es de interés), en nuestro
caso es el primer contig. Seleccionamos todas las secuencias nucleotidica y la
copiamos (Esta no es una practica comun en el analisis de genomas, nosotros la
utilizamos debido a la fragmentacidén de nuestro ensamblaje).

Archivo  Editar Buscar Vista Codificacion Lenguaje Configuracion Herramientss Macro  Ejecutar Plugins Ventana 7 xt
. = =
o8 @ & Dk ERIEEIEEIER =R L
Bl change loo 4[5 Ensamblaje_Ralstonia_Phage_contigs fasta zﬂ
2 TGGGCIGAAGTCATCCGGETAGACGCCATCCCATCAAGLGGCCTGCTGCTGCCTTGRIGTIC ~
: e [
TTICTICT TT TAG
CCATGGCTCGTTTCCAGCARTCGAGCGGEGECCARTTCCATGATICGTTTTTCACTCAGTTG
CATTGCT TAGGCGATCAGCAGGGCT AGGCGCE
CCGCGTGEECCGTACAGCTGATCTTTGAGAT TGCGCAGCCAG gygcar a

TT T TCCATTTCGACGC
TGAACGATCGGGATGCCGAGCGET TCCAGAACACCGAGCACGEGGECGTAGIT Bustar Reemplazar Buscar en archivos | Find in Projects  Marcar
T TTGGACTTGTICGACGTAGGT

N -

GITTTGCCECGCTTTGCCGCTAGCETCEGCATATCGTIGACCATCGAGCAGTC
ATT T ATTCCGATGAT AT. Contar

| e e Benlossecotn | Bscr o el

TGGCCTGGTCETACTCGECCAACCACTCGTGCACGCGEGCARCGTTGGEGEEATG 3

TETCCEGGTT C T ;  [JHaceatds Buscar en todos los

CCA; TTT r [JSolo palabras completas archivos abiertos

GCAGGATTTCGTTGAGCTGECGAC ECGCTGTITTIGCAGCRACECG [ Coinddir MAYUSCULAS/minisculas p—
TCACGATGC

Buscar en toda el documento

Moda de busqueda Transparencia

® Normal ® Al perder el foco
CGECACATCEC s ————— S L L UL A A Osiempre

() Expresion regular se ajusta a linea 1

CGOATGGOGGTACTGCTGECGCATTTGCICARGT GGCRATATCAGCCGGETCE
TCGABCTGECAGCECACEET CAAGGAGCAGCETCGCECAATTCT GECECEECT.
ACGCCCAGCCTGCAGCCGATGTTGECTGATCCGGATTGGARGGARGAGATCTG
GCGGTCTCGG0GGCCETGEACGAGRCTGECCTGEACGTGTTCCCOGAGCAGTGGCCGTEE
ACGCCCGAGCAGGTTCTETCGCCGEAGTICTATCCGEAGTAACGARRAGETAACGARAAL
TATARRGGCCETGCGEATCGCCGECCTTITTIGCGTCCAGCETCEGEAGTETCCGCGECE
TAGTCGEAGCCGCTAGGEEECCCCTCTEEEGACATGEGAGAGTTGACCAGETGCAGGACE
GITGACGCCCGGAGGECGCCTGECGGEACCGAGCAGCGGETATGACCAGETACGTACATA
CAGGGCCGCCCACATACAARCACCCCCTTTCCTGCARGCCAGCTTTCK CGCTTACGA
TCTTCGGTTGCGCTGECTETGECGGATCGCTTCGOGTGCOGATGCTACGCTGCTCAGRAC
ALCCRAARATCGGCAGTGTCAGACGACGARCTGARGECCGTEGCGCECGAGATCAGGIATC v

Wormal text file length : 1,139,083 lines: 18.815 Ln:621 Col:1 Sel:1.265|21 Unix (LF) UTF-8 INS

3. Creamos un nuevo archivo de texto en el que pegaremos la secuencia
nucleotidica del contig de interés. Buscamos en el apartado de archivo la opcién
de “Guardar como”, vamos la carpeta de trabajo y renombramos el archivo
poniendo la extensién .fasta al final, como ultimo cliquear en “guardar”.

ACGCTGEETTTACEGCTTCCGGEAT CAGCAGTTGT TTGRARAG D Misica

0 GTGGCCACACTTTTCGCCGCGCCEGTTEAGCECCCCATCCTC

21 CATCACCGGCCCCTGATACGCCGCRTCATGTTIGCTCACCCCG] ' Objetos 3D
22 TGACCATGGCCCTCCCACTCATCCTCTTCATGCTCGCCGRCA” B videos

23 TCARACCCTARATGCCATCCCCCCRACCCATCTACGGCGCGCE

TGATGGAGTTGTGEEACCCECAGCTGECCAACEATCCECTCCE

&
Archivo Editar Buscar Vista Codificacion Lengusje Configuracién Herramientss Macro Ejecutar Plugins Ventana ? X
cHEeRGE] hioelahlaxBRIZ1 EEhae®
samblaie_Ralstonia_Phage_contigs fasta &3 Enew 1 8 I
>Ensanblaje_Ralsconia_Phage contig_l lengoh 38385 coverage 31072.8 normalized cov 31072.83 ~
GRATACGCCAGAGCGCGLE TATCGECCGACTTCCIGGTTGATGAAGCGCTCGACGTE
5 GTGARGRACGAGCCTGATGTTCAACGAGCGCGCGARATCGCCRACATGCACCGTTGGGCC
4 GCCGECAAGTTCAACCAGAAGCGATACGECGAGCGCATCGACCTGAACGTEAGCCARAC
ATCGACGTGAGCGARGCGCTGARAGAGECRAGASCECECETT! [ Guardar como %
CAGCTGCCAACACCACAACCGCARGCCATTGATTTACAAGAT
CGTGATGAAGAATCACGTACGGTCGACECARCECCCCCEECA A || « TESIS2020-2 5 Proyecto » Tutorial v & | Buscaren Tutorial P
ATCTTCAGCTGACTGAACGCGCACGCGCGGCCCATTCACET
CCCCATGACGS TGECEGGCEEGEETEEEEECCEE!  Oranizar +  Nueva carpeta
10  TICCCCGGGGGCCCEECTCGGGARATTTALARATATTITGAA] .
i1 TICACAACGTGTIATGATICCTAMRATTITTTTAGEARITAN o o Nombre Fecha de modifica...
12  TAGGETTTGAGGATCGGTATGAAGTATCGGACGAAGGCGAGE: .
13 GBCGCTTGGTAGCCAGGCAGACCAAGCGCEGATACTTTC 3 Descargas ) Ensamblzje_Ralstonia_Phage_contigsfasta
1 GIGTGGGCARAGAGTTTACCCGTAGTGTCCACGTCCTIGTCGL
15 CGCGEGCGGATGECGTGCABGTCARCCACATTGATCACGACA] [ Documentos B ctoni Phage Peprocesade Rl fstg.
16 CARATTTGGAATACGICACGGGCGICGARRACGIACACGCTT. I Escritorio B Ralstonia Phage Preprocesado R fastqss..
17  CGCATTGGGAGCCARAGARARCCTTCCGCGCCCECACCTCGOR] . B Ralstonia Phage Rl fastq.gz
12 TCGTGGCGATTGGEGCGGACGGEACAGAGCGCGTGTTTGTTA = Imagenes B Rolstonia Phage_R2festq.gz

i Discolocal ()

ACCCAT! CAACACGCCGCTGGAGCACCAATCCG! = Disco local (D)

ALGAGACGCTGGAGGARATCACCCEGCACATCARGECCAACE! v o< >
AGGCCATCTACGAGATGTGECGATCGECCGATECTTCEEGCC

CCTTEGTGTCETGECTGACCCACTGETTCCAGACGACGEGTC Nombref Ralstonia Phage Genome fastal E |
TGACGOCCAACACGEAGCAGCAGTTGAAGTCCCEGACCTGEE oo (R -
TGICETTGGECCATCARCGCCCACTGGTEEEARRTGATGECRT

AGTGETTTGEGEAAGCGETCAAGCGCGACCTGARARTCGACT

e —— o
GCTTCATGCTGATCTTCEATGAGECETCCEETATCCCARCACT —
AGGGETTTTTCACCEAGCCCATCCCGEATCECTACTEETTCEIGTTUARCARCTCEIRED

GCARCAGTGGCAGCTTTTTCGAGTGCTTCCACCGCGACCGCARCTTCTGEARGACGCGEA v

Normal text file length:39.755  lines: 641 n:1 Col:1 Pos:1 ‘Windows (CRLF)  UTF-8 INS



Este archivo es el que usaremos para realizar la anotacion de nuestro Genoma.

6. Anotacion del genoma

La anotacion del genoma consiste en interpretar o extraer la informacion que en él
se encuentra, esto es importante porque asi podemos darle un significado
biolégico a los elementos dentro del genoma y por ende podemos realizar
posteriores analisis teniendo en cuenta este componente bioldgico. La anotacion
de un genoma comprende principalmente dos etapas: la anotacion estructural
(prediccion de regiones codificantes) y la anotacion funcional (asignacion de
informacion bioldgica de las regiones codificantes predichas).

6. 1 Anotacion del genoma por medio de (PATRIC)

En este caso haremos uso del servicio de anotacion de PATRIC, el cual utiliza el
kit de herramientas RAST (RASTtk) para realizar una anotacion del genoma. Una
vez llevado a cabo el proceso obtendremos archivos de salida los cuales contiene
nuestro genoma con los componentes estructurales ya definidos e inclusive con
posibles funciones bioldgicas para las regiones predichas.

Sitio web: http://rast.nmpdr.org

Entrada: Archivos Fasta o FastQ.
Instrucciones:

1. En la parte superior de la plataforma PATRIC, busque el menu “Services” y
haga clic sobre él, posteriormente seleccione el submend de anotacion, alli
debemos cargar nuevamente nuestros datos que en este caso corresponden al
archivo que guardamos con el nombre de Ralstonia Phage Genome.fasta.

Nota: Para realizar el proceso de cargar nuestros datos podemos dirigirnos
nuevamente al apartado 4.2 “Carga de datos”.


http://rast.nmpdr.org/

V;:l:PATRIC 36.9 ORGANISMS DATA W SERVICES HELP

BACTERIAL BIOINFORMATICS RESOURCE CENTER | assembiy Expression Import
Annotation RNA-Seq Analysis L

PATRIC, the Pathosystems Resource Integration Cenfer, provides integrated Comprehensive Genome ol

infectious diseases. Analysis
BLAST Protein Family Sorter
BROWSE Similar Genome Finder Proteome Comparison
Variation Analysis
Tn-Seq Analysis Comparative Pathway
SEARCH | All Data Types Phylogenetic Tree Model Reconstruction
Genome Alignment
CE ——
1D Mapper
Metagenomic Read Mapping  Fastq Utilities
ANALYZE DATA IN PATRIC Taxanomic Classification

Metagenomic Binning
At PATRIC, you can upload your private data in a workspace, analyze it usingwgrrm
using visual analytics tools. Please Register or Login to get started.

T T T Y T T T ST T S T Y T T o TS arearara IS Es

UPLOAD ANALYZE COMPARE
Upload Data Genome Assembly BLAST
Manage Workspace Genome Annotation Protein Families

Esto abrira el interfaz del servicio de anotacion del genoma que utiliza el kit de

herramientas RAST (RASTtk), debemos entonces proporcionar la informacion que
se nos solicita.

2. Cliqgueamos sobre la flecha que se encuentra en la casilla de “Contigs” para
luego proporcionar el archivo .fasta el cual contiene nuestro genoma ensamblado.

3. En el apartado de “Domain” debemos seleccionar el dominio taxonémico del

cual hace parte nuestro genoma en cuestion. En este caso elegiremos
Bacteriophage.

4. En la ventana de “Taxonomy Name” debe especificarse la categoria
taxondmica a nivel de género o menor para asi obtener las Ultimas predicciones
de las familias de proteinas que se han registrado para nuestro genoma.
Seleccionamos entonces Bacteriophage sp.

5. En la casilla “My Label” deberemos proporcionar el nombre con el cual

gueremos identificar nuestro documento una vez se realice el proceso de la auto
anotacion.

6. El “Output Name” es el nombre combinado entre “Taxonomy Name” y “My
Label”. Cuando finalice el proceso, este sera el nombre con el cual encontraremos
nuestro archivo en el area de trabajos de PATRIC.

7. En la ventana de “Genetic Code” deberemos especificar cual es la traduccion
de codones que se utilizaran para la llamada de los genes. En este caso
dejaremos la opcién de se encuentra por defecto.



8. En “Output folder” seleccionamos la carpeta del espacio de trabajo en la cual
gueremos que se guarden los resultados. Esta carpeta fue creada con anterioridad
con el nombre de Tutorial.

9. Una vez se hayan definido los parametros especificos para nuestra anotacion,
procederemos entonces a dar clic en el boton de “Annotate” para dar inicio a este
proceso.

Services

Genome Annotation @ v ©

The Zenome Annotation Service uses the RAST tool kit (RASTIK) to provide annotation of genemic features. For further

explanation, please see Genome Annotation Service User Guide, Tutorial, and Instrijiilinal Video.
Parameters @
J—

1% Ralstonia Phage Genome fasta =
DOMAIN
Bacteriophages

TAXONOMY NaME @ TAXONOMY 1D

Bacteriophage sp. 38018

Ralstonia Phage Annotation

22

OUTPUT NAME

Bacteriophage sp. Ralstonia Phage Annotation
GENETIC CODE

11 (Archaea & most Bacteria)

OUTPUT FOLDER

12 | Tutorial =

1t

ANNOTATION RECIFE

Bacteriophage v

Reset | | Annotate

L)

Aparecerd entonces un mensaje debajo del panel principal el cual indica que
nuestro trabajo esta ahora en cola, a la espera de iniciar su ejecucién (esto puede
tardar algunos segundos).

‘ Annotation Job has been queued. ‘

Para ver el progreso de nuestro trabajo basta con dar clic sobre el indicador de
trabajos, el cual se encuentra en la esquina inferior derecha de la plataforma
PATRIC. Esta accion nos llevard a una ventana, donde se encuentra el progreso
de todas las actividades que estamos realizando en el momento, ademas de un
registro de las actividades ejecutadas con anterioridad.

; 0 50|« 37




& 2PATRIC 559 ORGANISMS - DATA - WORKSPACES - SERVICES -  HELP All Data Types

o st Asenoss Bl SOqueved ©1ruming %6 compleisa 07
Tetupasieg 32zt All Services - = 0 queued running 36 completed /4 O fail
Status D Service Qutput Name Submit > Start Completed

3451739 Annotation Bacteriophage sp. 231521 21:25

Ralstonia Phage
annotation

completed 3450848 GenomeAssembly2 ensamblaje SRR28403229 20/5/21 8:08 20/5/21 8:08 205121 8:49
3

6. 1.1 Descarga de genoma anotado

Podemos darnos cuenta que se ha llevado a cabo el trabajo solicitado una vez el
estado del trabajo cambia a “Completed”. Para revisar entonces los archivos que
ha generado este proceso deberemos seleccionar el trabajo y dar clic en el icono

j
=2 que se encuentra sobre la barra vertical de color verde.

CERTTEE = 8|

&2 PATRIC 359 ORGANISMS - DATA - WORKSPACES - SERVICES - HELP All Data Types

Job Status = e g <2 37 completer A O failer
Lastupastoa: 3:26:54 All Services = 0 queued 0 running 37 completed /% 0 failed
il Sakice SRS Ul bl eARilalad c
mpleted 3451789 Annotation Bacteriophage sp. 235121 2125 235021 21:26 23521 21:28
Ralstonia Phage o
annotation 20 -24T02:25:462
start 2021-05-24T02:28:50Z
comprete I e o e T TS i P B puizrap:a iR Completed  2021.05-24T0228:512
3 » Standard Output
completed 3450629 GenomeAssembly2 RALSTOMIAPHAGE 201521 6:58 20/5217:00 201521 7:30 =
SRR84032292 PERLIT

Esto abrird nuevamente una ventana en la cual se muestra un encabezado que
describe nuestro trabajo. Ademas, alli se localizan todos los archivos de salida que
estan a nuestra disposiciébn. Para descargar cualquier archivo realice los
siguientes pasos:

1. Seleccionar el archivo de interés. En este caso haremos uso del archivo .gb el
cual contiene nuestro genoma anotado en formato GenBank.

2. Dar clic sobre el botén de descargas “DWNLD”, disponible en la barra de
acciones.



=

bodeti67 / home / Tutorial / Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annotation. (13 items)

GenomeAnnotation Job Result
Genome Feature count (50), Organism (Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annotation.), Domain (Viruses), Annotation 1D (38018.932)
Job ID 3451789
Start time 23/5/2121:26
End time 23/5/212128
Run time 1ms2s
» Parameters

Name - Size Owner Members Created
1 Parent folder
= Bacleriophage sp. Ralstonia Phage annotation..contigs.fasia 39.1 kB me Only me 23/5/21 21:27
& Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annotation..embl 924 kB me Only me 23/5/21 21:27

5 Sacleriophage sp_Raistonia Phage annotation_feature dna fasta 432 kB me only me 23/5/21 2197
B Bacleriophage sp. Ralstonia Phage annotation. feature_protein fasta 17.7 kB me Only me 23/5/21 21:27 I
= _Bacieriophage sp_Ralstonia Phage annotation_features b 58 kB me Only me 2-3'51'21 2127

II% Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annotation..gb 89.2 kB me only me 23/5/21 21:27 I

I3 Bacleriophage sp. Ralstonia Phage annotation..genome 121.0kB me Only me 23/5/21 21:27
& Bacieriophage sp. Ralstonia Phage annotation..gft 56kB me Only me 23/5/21 21:27
[ Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annotation.. merged.gb 89.1 kB me only me 23/5/21 21:27
B Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annotation..tar.gz 25.1 kB me Only me 23/5/21 21:27
[ Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annotation..txt 57.0 kB me Only me 23/5/21 21:27
[E Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annotation. xis 66.0 kB me onty me 23/5/21 21:27
B |oad_files me Only me 23/5/21 21:27

Recuerde renombrar el archivo y guardarlo en la carpeta de trabajo.

Si desea tener mayor informacion sobre los deméas archivos generados por la
anotacion en la plataforma de PATRIC, por favor, dirijase al link
https://docs.patricbrc.org/user_guides/services/genome_annotation_service.html

6. 2 Herramientas bioinformaticas para la anotacién funcional

Para realizar la anotacion estructural actualmente existen muchas herramientas de
uso facil que realizan con gran eficacia la llamada de los genes y demas
elementos genéticos dentro de un genoma, por ejemplo, RASTtk utiliza tanto
Glimmer3 (Delcher et al., 2007) como Prodigal (Hyatt et al., 2010) para hacer mas
preciso este proceso. Por otro lado, la anotacién funcional es un proceso un poco
mas complejo, ya que no esta tan automatizado y requiere en muchos casos la
comparacion de los genes encontrados en la anotacion frente a diferentes bases
de datos publicas, con el fin de intentar generar anotaciones funcionales mucho
mas completas debido a que este es material de gran importancia para los
posteriores analisis comparativos.

En los siguientes pasos presentaremos una breve introduccion a algunas de las
herramientas web que son ampliamente utilizadas para la anotacion funcional en
fagos. Tenga en cuenta que estas no son de uso obligatorio y por el contrario el
usuario puede utilizar distintas bases de datos y herramientas dependiendo de sus
criterios y fines de investigacion.


https://docs.patricbrc.org/user_guides/services/genome_annotation_service.html

6.2 .1 BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), es un software ampliamente utilizado
para realizar alineamientos locales de secuencias de ADN, ARN o aminoécidos.
Este programa tiene la capacidad de comparar una secuencia problema (query
cover) frente a todas las secuencias de una base de datos en especifico, ademas
genera significancia estadistica de las coincidencias encontradas. Esto es de gran
ayuda puesto que esta herramienta puede ser util a la hora de inferir relaciones
estructurales, funcionales o evolutivas entre diversas secuencias, y de este modo
identificar nuevos miembros de alguna familia de genes o proteinas.

El NCBI-BLAST es un software el cual usa por defecto el NCBI para realizar
bdsquedas de secuencias en sus bases de datos. En esta ocasion haremos uso
de la herramienta BLASTp (herramienta de busqueda de alineacion local béasica
para secuencias de proteinas) desde la pagina del NCBI la cual en este caso
utiliza base de datos de proteinas. Si el parecido entre las secuencias es superior
al 90%, puede tratarse de proteinas homologas y es bastante probable que las
anotaciones de las secuencias en las bases de datos también sean validas para
nuestra muestra problema. Este procedimiento es especialmente util en aquellas
secuencias a las que no se les asignd una posible funcién luego de la auto-
anotacion.

Sitio web: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi

Entrada: Archivos Fasta con secuencias ADN, ARN o aminoécidos.

Instrucciones:

1. Dentro de nuestra carpeta de trabajo abrimos el archivo en formato .gb
identificado con el nombre Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annotation, el
cual corresponde a la auto anotacion realizada en PATRIC.

2. Copie toda la secuencia de aminoacidos “translation” correspondiente al CDS

del cual desea realizar el alineamiento.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

age sp. Ralstonia Phage annota

Archivo Edicién Farmato Ver Ayuda
DSVGKEFTRSVHVLVAEAFIGPRADGVQVNHIDHDKANNRLPNLEYVTGVENVHAYHR
HKNPHWEPKKPSAPAPRGPKPMATIVAIGADGTERVFVTVKAAIDAGFTASGISSCLKG
RLHAHRGHTFRRAG"

cDs 1872..1283
/db_xref="RAST2:fig|380618.932.peg.4"
/note="rasttk_feature_creation_tool=/opt/patric-common/
runtime/bin/phanotate version 1.5.8"
/note="rasttk_feature_annotation_tool=bodeti67@patricbrc.o
rg"
/product="hypothetical protein"
/transl_table=11
/translation="MHTVATLFAAPVERPILLDPRIPHHRPLIRRIMLLTPPTPSIH"
cDs 1272..2822

/db_xref="RAST2:fig|380618.932.peg.5"

/note="rasttk_feature_creation_tool=/opt/patric-common/

runtime/bin/phanotate version 1.5.8"

/note="rasttk_feature_annotation_tool=bodeti67@patricbrc.o

rg"

/product="hypothetical protein"

/transl_table=11

JAELU Y EL S T EMPSPQPIYGAQGEQQLMME LWDPQLANDP LQFVQFAYPWGRANT

PLEHQSGPRGWQKETLEEITRHIKANELRAAQQAIYEMWRSADASGRGIGKSALVSWL]

THWFQTTRLGGTTVVTANTEQQLKSRTWAELGKWVSLAINAHWWEMMALSMRPAQWFG]

EAVKRDLKIDLGYYYAQAQLWSEENPDAFAGIHNHHGFMLIFDEASGIPTPIWTVSEG) l

FFTEPIPDRYWFVFSNPRRNSGSFFECFHRDRNFWKTRNIDSRTVEGTDRATFDKIVA]

QYGEDSDVTRVEVKGQFPNKSANQF IPTDQVTGAQERKPIPDPGAPLLMGCDVARNGN
ARSVIAFRKGRDAVSIPWQSYKGIDTVQFATHIADAATKFKVDAIFVDGNGVGGGVVD)
ILKSWGHRVVEVQAGATPNDPNRFLNKRVEMWALMAEWLLIGSIPDDSLLRTDLISPE]

3. Abrir una nueva ventana desde su navegador de preferencia e ingresar al sitio
web del NCBI-BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

4. Seleccione la ventana de protein BLAST.

£ BLAST: Basic Local Alignment Se X

< C @ httpsy/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi an # 1= @

m) U.S. National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

0 COVID-19 Information [ %]
Public health i ion (CDC) | i ion (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | P ion and i ion (HHS) | A
BLAST® Home RecentResults Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search Tool

A new feature was added to Primer-BLAST.

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The We now offer the ability for user to run primer-blast from
program compares nucleotide or protein sequences to sequence NCBI assembly page..
databases and calculates the statistical significance. Learn more
Tue, 23 Feb 2021 12:00:00 EST E More BLAST news
Web BLAST

d‘l\)



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

5. Dentro del rectangulo que aparece bajo “Enter query sequence” pegar la
secuencia de aminoacidos que copié anteriormente en el paso 2. (Si desea
introducir un nombre a esta busqueda, dirijase al rectdngulo “Job Tittle”)

6. Asegurese que dentro de la caja “Choose Search Set” se encuentre
seleccionada la base de datos “Non-redundant protein sequences (nr)”.

7. Si desea que los resultados se muestren en otra ventaja, debe hacer clic sobre
el cuadro que aparece en la parte inferior de la pantalla.

8. Para dar inicio a la busqueda, presione el boton azul “BLAST”. Inmediatamente
se abrira una nueva ventana la cual contiene informacioén sobre el estado de la
bldsqueda. Lo siguiente es esperar a que se generen los resultados.

BLAST® » blastp suite Home Recent Results Saved Strategies  Help

blastn blast thlastn tolastx

Standard Protein BLAST

BLASTP proprams search protein databases using a protein query. more...
Enter Query Sequence
Query subrange @
MPSFQF Y GAQGECCLMMELWD FOLANDFLOFVQFAYPWGRANT From ] New columns added to the
Pi KE TLEETRHIKANELRAAQQAIYEMWRSADASGRGIG o Description Table - =
Click *Select Columns’ or ‘Manage i
Or, upload file [Esegir archivo | Mo se ha seleccionado ningun archivo @ Columns

Job Title [

Choose Search Set
Database

Organism
optiont [

Exclude Models (XMP) | Non-redundant RefSeq proteins (WP) | Uncuitured/enviranmental sample sequences
al

Algorithm rated protein-prolein BLAST)
ST)
ific lerated BLAST)

liated BLAST)

in Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
(2]

AST slgertnm
BLAST Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)
Showrauulte in 3 new window

El programa BLASTp realizard una busqueda y luego mostrara en una nueva
pagina los resultados, representados en diferentes graficas y estadisticas, los
cuales nos brindan mayor informacion sobre las secuencias de las cuales BLAST
encontré mayor coincidencia con la secuencia consulta. La siguiente imagen es
una representacion de como deberia lucir la pagina una vez finaliza el proceso.



BLAST®, blastp suite » results for RID-BO5CZ5TH013 Home RecentResults Saved Strategies  Help

<Edit search Save Search Search Summary v @ How to read this report? @ BLAST Help Videos 'DBack to Traditional Results Page
Job Title Protein Sequence Filter Results
RID BOSCZ5THO13 Search expires on 03-29 05:36 am Download All ¥ W esins

Organism only fop 20 will appear —
Program BLASTP @  Citation v g ks 1 epe
Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Datak nr See details ¥ ‘ " groue
+ Add organism

Query ID Icl|Query_42773
Description None Percent Identity E value Query Coverage
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Query Length 516
Other reports  Distance tree of results Multiple alignment MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download * [ Select columns > Show (~]

select all 100 sequences selected GenPept  Graphics  Distance tree of results  Multiple alignment [ERMSA Viewer
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—
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Dirijase a la siguiente guia de apoyo para obtener mayor informacién sobre el uso
de BLAST y de cémo interpretar mejor los resultados:
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs

6. 2 .2 HHpred

HHpred (Zimmermann et al., 2018) es un servidor interactivo el cual permite
realizar la busqueda de homologias a partir una sola secuencia proteica en
diferentes bases de datos al mismo tiempo. Este método de busqueda de
secuencias en diversas bases de datos ha facilitado la rapida deteccién de
informacion funcional referente a secuencias no caracterizadas. Su gran
sensibilidad ha aportado inclusive en algunos casos al entendimiento de la
evoluciéon en algunas proteinas, esto gracias a que a menudo detecta relaciones
homologas mas remotas entre las mismas. Debido a su velocidad de ejecucion,
facilidad de uso, flexibilidad, sensibilidad, bases de datos y demas, HHpred se ha
postulado en los ultimos afios como una herramienta ampliamente utilizada por los
investigadores para realizar inferencias significativas basadas en homologia.

Sitio web: https://toolkit.tuebingen.mpgqg.de/tools/hhpred

Entrada: Secuencia de proteinas (en formato FASTA o como texto sin formato).
Instrucciones

1. Ingresa al siguiente link para abrir la ventana principal de HHpred:
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred

2. Pegar la secuencia consulta (secuencia proteica) dentro del recuadro en blanco
de la pestafa “input’”. Estas secuencias se pueden recuperar del archivo
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protein.FASTA descargado anteriormente en el apartado 6.1.1 “Descarga de
genoma anotado”.

Opcional: puede cargar directamente su archivo seleccionando “Upload file”.

3. Elija las bases de datos contra las cuales desea comparar su secuencia. Para
esto seleccione la lista desplegable en “Select structural/domain databases”.
Aconsejamos seleccionar las bases de datos que aparecen en la imagen
siguiente.

Q  HHpred ®

I Date Tool = rm

=)

e Upload File Pratein FASTA

Align two sequences/MSAs

Selecr structural/domain databazes Select proteomes

-m-

NCBI Conserved Domains(CD) v3.18

RN | i -

4. Inicie su busqueda presionando el botén “Submit” ubicado en la parte inferior
derecha del recuadro principal. Espere algunos minutos hasta que se realice el
proceso. Sabremos que el proceso finalizé cuando el indicador del trabajo pase de
color amarillo a verde.

En la nueva ventana emergente se presentan 3 principales secciones. A)
visualizacion, muestra en barras la secuencia a consultar y todas aquellas con las
que se encontro coincidencia, ademas, muestra la cobertura con respecto a la
secuencia problema. B) lista de aciertos, proporciona un listado de estadisticas
relacionadas con la probabilidad de acierto para las secuencias relacionadas con
la consulta. C) Alineaciones, en este apartado se presenta las alineaciones que
fueron acertadas, asi como aquellas que no coincidieron entre la secuencia
consulta y las secuencias en las bases de datos.



Input tput ery Template MSA
x
H Select F d  Forwa rd Query A3N d g D
Number of Hits: 2
Query Ms. sity [Neff): 5.703
Visualization
Resubmit Section
B H itlist
Show 25 & | Entries Search:
Aligned Target
Nr Hit Name Probability E-value Score 55 cols Length
1 4DYQ_A Gene 1 protein; gpl. octamer, DNA- 972 0.0052 47253 75 61 140
binding, VIRAL PROTEIN; 1.502A {Shigella
phage 576}
; Phage_term_sma ; Putative 2535 0.13 3841 3 g2 174
bacteriophage terminase small subunit
C Alignments
Template alignment | Template 30 Structure | PDBe
1.4DYQ A Gene 1 protein; gp1, ectamer, DNA-binding, VIRAL PROTEIN; 1.502A {Shigella phage 5f6}
Probability: 57.2%, E-value: 0.0052, Score: 42.95, Aligned cols: 61, Identities: imilarity: 0.572, Template Neff: 10.8

Consens 58
DYQ A 58
ss_dssp
ss_pred

6.2.3. tRNAscan-SE

tRNAscan-SE (Chan & Lowe, 2019) es una herramienta ampliamente usada con el
fin de encontrar secuencias no codificantes de ARN de transferencia (tRNA) en un
genoma. Este software toma la secuencia genomica y realiza una busqueda
dentro de bases de datos de tRNA, y utiliza modelos de covarianza avanzados
para mejorar la prediccion y clasificacion de los tRNA que se encuentran dentro de
nuestra secuencia consulta. Luego de realizado el proceso, tRNAscan-SE
proporciona al usuario las coordenadas gendmicas, la estructura secundaria y la
funcién predicha de los tRNA que se encuentran dentro del genoma.

Sitio web: http://trna.ucsc.edu/tRNAscan-SE/



http://trna.ucsc.edu/tRNAscan-SE/

Archivos de entrada: Archivo FASTA con el genoma completo en secuencia de
nucleotido.

Compatibilidad: La version completa de tRNAscan-SE se encuentra disponible
principalmente para sistema operativo UNIX, sin embargo, Se ha desarrollado un
sitio web con una versién muy completa de este software.

Otras opciones: ARAGORN http://www.ansikte.se/ARAGORN/

Instrucciones

1. Ingrese al servidor web de tRNAscan-SE copiando el siguiente link:
http://trna.ucsc.edu/tRNAscan-SE/

2. Dar click sobre “Seleccionar Archivo” para cargar la secuencia consulta. En
este trabajo la secuencia consulta se encuentra dentro de la carpeta “Tutorial”
con el nombre de “Ralstonia Phage Genome.fasta”, este archivo contiene el
ensamblaje del genoma en formato FASTA.

3. Si conoce la fuente de la secuencia deberd proporcionarla en el apartado
“Sequence source”, dentro de los parametros de busqueda. En este caso se
utilizé la opcién “Bacterial”.

4. Asegurarse que la “Sequence source” aparezca por defecto.

5. Ejecute el proceso dando click en la barra azul “Run tRNAscan-SE”.

C {t A Noesseguro | tmaucscedu/tRNAscan-SE/ & a W

Example tRNA sequences As
ot
-
Search options
S— . i -
‘ Search mode — .

(Query sequence ® Formatted (FASTA) Raw Sequence

Sequence name (optional): (no spaces)

« v 4 <« Escritorio » Tutorial v O Buscar en Tutorial

Organizar *  Nueva carpeta

4 Descargas ~  Nombre

[&] Documen tos " Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annot...
& Imdgenes "| Ralstonia Phage Genome.fasta
activador win
Parasitologia

{Queries are limited fo a total of less than 5 million nucleotides at any one time)
genomas de pru

or submit a file:

SRRE402465(el d
‘Seleccionar archivo | Ming(in art e = &
Clear Sequence Nombre: | Ralstonia Phage Genome.fasta ~| | Todos los archivos ~

Cutput Output BED format Cancelar
‘ Run tRNAscan-SE Reset Form



http://www.ansikte.se/ARAGORN/
http://trna.ucsc.edu/tRNAscan-SE/

La busqueda del genoma tardara algunos segundos, el tiempo de espera depende
del tamafio de la secuencia y de la cantidad de basquedas que la pagina web esta
realizando en el momento. Cuando se complete la busqueda los resultados se
muestran representados en dos tablas principales que incluye coordenadas,
puntuaciones isotipo del tRNA, puntuaciones de los genes predichos y demas
especificaciones.

Results

Download as text

Predicted tRNA Similar tRNAs in
Structure GtRNAI

Sequence Name RNAZ RNABegin  RNAEnd (RNAType Anticodon IntronBegin  IntronEnd  Infemal Score lIsotypeModel Isotype Score  Note

Ralstonia_phagetutorial_contig_1 1 [view ] [view ] 2870 2945 asp GTC 0 0 702 e 79.4 IPD-17.10

Isotype-Specific Model Scores:

Download as text

Isotype
Anticodon Prediction

tRNAscan 1D predicted donv. Ala Arg Asn Asp Cys Gin Gu Gy His lle llez Leu Lys Met Phe Pro SeC  Ser Thr Tip Tyr  Val  fMet
isotype

Ralstonia_phagetutorial_contig_1.tma1 Asp Inconsistent 608 6983 599 623 554 358 499 555 610 532 542 440 677 764 713 501 NoHt 275 (EMM 537 254 647 205

Topscore| 2nd highest score  3rd highest scare

Para mayor informacion sobre como hacer mejor uso de la herramienta tRNAscan-
SE y de cémo interpretar los resultados, por favor, dirijase al siguiente link:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6768409/

Opcional: Si desea corroborar o comparar los resultados encontrados en
tRNAscan-SE, aconsejamos utilizar la herramienta de sitio web ARAGORN
(Laslett & Canback, 2004), esta herramienta aunque es menos usada también
localiza con buena precision secuencias de tRNA en un genoma. Puede hacer uso
de ARAGORN desde el sitio web http://www.ansikte.se/ARAGORN/

6.2.4 TMHMM

TMHHM (Krogh et al., 2001) es una herramienta la cual funciona bajo modelos
ocultos de Markov, cuya finalidad es predecir e identificar la topologia de proteinas
transmembrana dentro de una secuencia gendmica. Se ha demostrado que
TMHHM predice correctamente entre el 97 y 98% las hélices estructurales de
proteinas transmembrana. Ademas, tiene gran capacidad para distinguir entre
proteinas solubles y de membrana. Este alto grado de precision ha permitido la
identificacion de un buen numero de secuencias de grandes colecciones de
genomas.

Sitio web: http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/

Entrada: Secuencias o archivos protein.Fasta
Instrucciones:

1. Copiar el siguiente link en su buscador de preferencia:
http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/
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2. Ingresar la secuencia consulta en la plataforma. Para esto podemos cargar el
archivo protein.Fasta que descargamos anteriormente en el apartado 6.1.1
‘Descarga de genoma anotado”, o bien, seleccionar una Unica secuencia de
este archivo y pegarla en el rectangulo blanco.

Prediction of transmembrane helices in proteins

A || « Escritorio s Tutorial v o £ Buscar en Tutorial
Organizar *  Nueva carpeta B~ ™ @
SUBMISSION
. § genomes de pru * “eu Bacteriophage sp. Ralstonia Phage
submission of a local file in FASTA format (HTML 3.0 or higher) cRRe024ES(el 4| O T
Bacteriophag...n. Fasta fasta S Archivo FASTA
tatan
OR by pasting sequence(s) in FASTA format: . = Bacteriophage sp. Ralstonia Phage
Tutorizl ; J annotation.
W Archivo GB
@ OneDrive
= Ralstonia Phage Genome fasta
O Este equi ] Aschivo rasTa
4 ==l W e
L M
TIPS Nombre: | Bacteriophage sp. Ralstonia Phage i |  Todos los archivos ~
@ Extensive, with graphics
O Extensive, no graphics
() Gne line per protein

Other options:
[ use old model (version 1)

Prediction of transmembrane helices in proteins l

I Bacteriophage sp. Ralstonia Phage annotation.feature_protein.Fasta:

Archivo Edicién  Formato  Ver Ayuda

SUBMISSION

GFFGTNNTGENGTTAVTFPSGQIVAANVGASANTGLHNVAKL RAAKKL LMQAEVDIDNDGL ~
Submission of a local file i FA STA format (HTML 3.0 or higher) FVATTAQGHDNL LNEVQALSLDYTDRPVLVEGRIRSFMGFNF IHSERIPGGPSYAGSIST
Ningtn archivo seleccionado GGLYYVPCWAKSGLALGMWNDVQASVDKRPDKRNSHQWYVTATVGACRT EEKRCVQINCA

>fig|38018.932.peg.16 hypothetical protein [Bacteriophage sp. Ralstc

OR by pasting sequence(s) in FASTA format: MAQTF SNEMSGVSSTPVIKPQATAGYGARERVFRATIT LASQASGGTIVICDLPAGYLFA

MAQTF SHEMSGYSSTPVIKPQATAGYGARERVFRATITLASQASGGTIVICDLPAGYLFA

GAQITTSVTLGTATLSHGDASSATAFHMAATTFTTANVPYPVGSAAALAAAALTATDRIFL e e A BTN MV EVEN GEA AN AARARII D RTEE
TVGTAALPASGTLVVQVFATLPN [TVGTAALPASGTLVVQVFATLPN
>Fig|38018.932.peg.17 hypothetical protein [Bacteriophage sp. Ralstc
£ MATYFYGVNVGDNEYQAAVSSTTTGKDVEVVWNTSANVPSREDLLLAVEKLENFITRLGY
APL
Output format: >Fig|38018.932.peg.18 hypothetical protein [Bacteriophage sp. Ralstc
@ Extensive, with graphics MARADSLSYPLLANASATGPQVQIRGGIYCLTVNGTLTGATLQLOMLQPDGVTHWSPVSDY
© Extensive, no graphics SVPATPLQITAAPGTLTRIYLPAGSVRLALTAGT ISATNANLVGIG
e >Fig|38818.932.peg.19 hypothetical protein [Bacteriophage sp. Ralstc w
< >

Other options:
[l use old model (version 1)

Linea 69, columna 1 100% UNIX (LF} UTF-8

3. En la opcion “Output format” seleccione la opcion “Extensive, with
graphics”, ya que se proporciona un poco mas de informacion.

4. Presionar el botén “Submit” que se encuentra en la parte inferior izquierda,
para dar inicio al procesamiento de los datos.

SUBMISSION

Submission of a local file in FASTA format (HTML 3.0 or higher)

Seleccionar archivo | Ningun archivo seleccionado

OR by pasting sequence{s) in FASTA format:
MAQTFSNEMSGYSSTPYIKPQATAGYGARERVFRATITLASQASGGTIVICDLPAGYLFA
CAQITTSVTLGTATLSMGDASSATAFMAATTFTTANVPVPVGSAAALAAAALTATORIFL
TVGTAALPASGTLWVQWFATLPN |

‘ Qutput format:

) Extensive, no graphics
© One line per protein

Other options:
[l use old model (version 1)

) e




El resultado de este procedimiento muestra principalmente una tabla, donde se
detallan algunas estadisticas de las secuencias predichas como proteinas de
membrana o relacionados a ellas, se puede observar la longitud de la secuencia,
el numero de hélices transmembrana predichos, la ubicacion de las proteinas
transmembranas etc. Ademas, se adjunta una grafica con las probabilidades de
que las hélices predichas sean transmembrana, una hélice interior o exterior.

# fig|38018.932.peg.27 Length: 133

% fig|38018.932.peg.27 Number of predicted THHs: 1

# fig|38018.932.peg.27 Exp number of AAs in THHs: 21.99411
# fig|38818.932.peg.27 Exp number, first 60 AAs: 8.81545

# fig|38018.932.peg.27 Total prob of N-in: 8.91706
fig|380818.932.peg.27 TMHMM2. @ inside 1 86
fig|38018.932.peg.27 TMHMM2. @ Thelix 87 189
fig|28018.932.peg.27 TMHMM2. @ outside 118 133

TMHMM posterior probabilities for fig|38018.932 peg.27
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Opcional: Puede utilizar la herramienta SOSUI (Hirokawa et al., 1998) para
ampliar un poco mas la informacion sobre la clasificaciéon y las estructuras
secundarias en las proteinas de membrana predichas por TMHHM.
https://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosui_submit.html.

7. Comparacién genémica

La gendmica comparativa es la rama de la genética que estudia las diferencias y
similitudes entre el genoma de diferentes especies, mas 0 menos cercanas
evolutivamente. Puede ayudar a determinar qué genes estan relacionados con
funciones concretas entre y dentro de las especies. Su objetivo es encontrar las
huellas moleculares del proceso evolutivo que estan escondidas en el genoma de
las diferentes especies que conocemos. Comparar el genoma de dos especies
diferentes puede ayudarnos a determinar su relacion filogenética. Cuanto mas
proxima sea la divergencia de ambas especies a partir de una especie ancestral,
mas similares seran sus genomas, tanto en su composicion como en la posicion
de sus genes. Este concepto se conoce como sintenia (Lien et al., 2016).
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7.1 Descarga de datos y generacion de archivo de comparacion
Previamente a realizar una comparacion mediante cualquier herramienta es
necesario tener los genomas de los organismos que queremos comparar, y
generar sus respectivos archivos de comparacién. A continuacion, explicaremos
paso a paso estos dos puntos.

7.1.1 Descarga de secuencias desde el NCBI
Sitio Web: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

Instrucciones:

1. Ingrese al sitio web: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

2. Pegar dentro de la barra “Search” de la base de datos el nimero de acceso del
genoma que desea extraer, En este caso (MF150911) que corresponde al fago de
Ralstonia solanacearum DU_RP_II.

3. Oprima sobre “Search” para buscar su secuencia.
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4. En la nueva pestafna damos clic sobre “Send to”.

5. Dentro del apartado “Choose Destination” seleccionamos el circulo que
corresponde a “File”.

6. Damos clic sobre “Format” el cual muestra el formato GenBank (gb) como
predeterminado. Al realizar esto se despliega un listado de los multiples formatos
bajos los cuales podemos descargar la secuencia. Seleccionamos el formato
GenBank (full).

7. Damos clic sobre “Create file” e inmediatamente iniciara la descarga.
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Aconsejamos guardar este archivo con el nombre de Ralstonia Phage
DU_RP_ll.gb dentro de la carpeta “Tutorial”’. Ademas, también deberemos
descargar el genoma de este fago en formato .FASTA, para hacerlo deberemos
seguir todo el procedimiento mencionado anteriormente, pero ahora en el paso 6
deberemos seleccionar formato FASTA en lugar de GenBank (full).

NOTA: Recuerde descargar el formato. FASTA y .gb del fago RpY1 con cédigo de
acceso (MN996301). Todos estos archivos seran utiles en el apartado de
comparacion genémica.

7.1.2 Generar archivos de comparacién usando BLASTn

El archivo de comparacion contiene informacion sobre qué tan similares o
diferentes son las diversas regiones que conforman las secuencias que se
pretende comparar. Esto se logra utilizando un sistema de puntuacion generado a
partir de la alineacién de dichas secuencias. La generacién del archivo de
comparacion es fundamental para utilizar la herramienta ACT, pues gracias a este
se podrd visualizar las regiones compartidas o no entre los genomas, lo cual nos
da una perspectiva mas amplia sobre la similitud de las secuencias.

Nota: La forma en que se genera en este caso los archivos de comparacion es
solo una de las varias opciones que existen para originar estos datos. Si desea
puede explorar algunas otras opciones como tBLASTx, MEGABLAST.

Sitio Web: https://blast.ncbi.nlm.nih.qgov/Blast.cqgi

Entrada: Formato FASTA de las secuencias que se quieren comparar.

Instrucciones


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

En este trabajo realizamos la comparacion gendmica con los fagos de Ralstonia
DU_RP_II (MF150911) y el RpY1l (MN996301), los cuales mostraban buena
similitud de secuencias con nuestro fago. Estos archivos fueron descargados
anteriormente en el apartado 7.1.1 “Descarga de datos y generacion de archivo
de comparacion”

1. Abrir una nueva ventana desde su navegador de preferencia e ingresar al sitio
web del NCBI-BLAST: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.

2. Seleccione la ventana “Nucleotide BLAST”.
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3. En la nueva ventana marqgue la opcion “Align two or more sequences”, que se
encuentra dentro del apartado “Enter query sequence”. Esto abrira una nueva
dentro de la cual podremos agregar otra secuencia.

BLAST @ » blastn suite

m blastp blastx thlastn thlastx

Standard Nucleotide BLAST

BLASTN search i using a ide query. more...
I Enter Quem Sesuence I
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Fom [ |
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Job Title ‘ ‘

Enter a descriptive title for your BLAST search 9
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4. Presione el botén “Seleccionar archivo” y especifique el lugar en el que se
encuentran las secuencias a partir de las cuales quiere generar el archivo de
comparacion. Recuerde que estas secuencias se encuentran dentro de la carpeta
“Tutorial”.

5. Seleccione el archivo que desea cargar y presione “Abrir”. Sabremos que
nuestra secuencia ha cargado cuando aparece el nombre de este al lado de la
opcién “Seleccionar archivo”.

Debe realizar nuevamente los procedimientos de los pasos 3y 4 en el otro
rectdngulo para cargar la secuencia contra la cual quiere realizar la comparacion.
En este caso generaremos un archivo de comparacion a partir de las secuencias
de los fagos NJ-P3, la cual guardamos previamente con el nombre “Ralstonia
Phage Genome.fasta” y el fago DU_RP_II (MF150911) secuencia descargada
desde el NCBI.

6. Presionar el botdbn BLAST para generar la comparacion. Este proceso puede
tardar algunos segundos.
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El anterior procedimiento nos llevara inicialmente a una nueva ventana la cual nos
muestra informacion relacionada sobre el proceso que acabamos de llevar a cabo,
ademas, nos presentan una breve descripcion sobre el alineamiento realizado.

7. Seleccionar el recuadro “Alignments” para obtener mayor informacion sobre el
alineamiento.
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Ahora podemos visualizar los alineamientos que realiz6 BLASTn para las dos
secuencias que ingresamos. Lo siguiente ser4 descargar el archivo de
comparacion.
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R
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8. Dar clic sobre “Download”, que se encuentra en la parte superior derecha en la
seccion de “Alignments”. Alli seleccione la opcion de descarga “Hit Table (text)”.

Por ultimo, recomendamos guardar el archivo generado dentro de la carpeta de
trabajo “Tutorial”, de igual modo debemos cambiar el nombre de este, en nuestro
caso lo llamamos “Ralstonia Phage Genome.fasta VS Ralstonia Phage
DU_RP_Il.fasta”

Nota: Debera generar nuevamente otro archivo de comparacion, pero ahora con
nuestro fago (NJ-P3) contra el fago RpY1 (MN996301). El archivo final debera



llevar el nombre de “Ralstonia Phage Genome.fasta VS Ralstonia Phage
RpYl.fasta”.

7.2 Artemis Comparison Tool (ACT)

Artemis Comparison Tool (ACT) (Caevert et al., 2005) es un visualizador gréfico el
cual permite realizar comparaciones entre diferentes genomas y sus respectivas
anotaciones. Debido a que este programa esta basado en Artemis, se conservan
algunas de sus funciones principales, entre estas, la facil interaccion y gran
capacidad de navegacion que el investigador tiene dentro de los genomas de
interés, lo cual permite un mayor analisis de los datos. Ademas, los componentes
graficos no son tan complejos de entender y utilizar, lo que los hace muy
informativos a la hora de distinguir entre regiones conservadas, inserciones y
reordenamientos en cualquier nivel, desde el genoma hasta las diferencias de
pares de bases.

Sitio Web: https://www.sanger.ac.uk/tool/artemis-comparison-tool-act/

Compatibilidad: ACT es compatible con sistemas operativos como Linux,
Windows y Mac.

Entrada: Formatos EMBL, Genbank, GFF y FASTA

Para la correcta instalacion de ACT aconsejamos instalar la version mas
actualizada de Java, ya que este programa esta escrito en este lenguaje de
programacion. En el siguiente link puede encontrar la informacién necesaria para
descargar e instalar ACT en Su equipo: http://sanger-
pathogens.qgithub.io/Artemis/ACT/.

Si prefiere hacer uso del manual de ACT por favor ingrese a la siguiente pagina:
https://sanger-pathogens.github.io/Artemis/ACT/act-manual.pdf

Instrucciones

Una vez instalado el programa en su equipo, debe seguir los siguientes pasos
para lograr una visualizacién de la comparacién entre sus secuencias dentro de la
ventana principal de ACT.

1. Ejecute ACT dando doble clic sobre el icono principal que aparece en el
escritorio de su computadora.

2. Seleccione el menu “File” y luego la opcién “Open”. Se habilitara una nueva
ventana, donde debemos cargar nuestras secuencias y sus respectivos archivos
de comparacion.
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3. En la siguiente ventana dar clic en el boton “More files” para aumentar el
namero de archivos que se pueden cargar.
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4. Ahora debemos cargar los datos seleccionando “Choose local file”.
“Sequence file”, corresponde a las secuencias en formato .fasta de los genomas
que descargamos desde el NCBI, por otro lado, “Comparison file”, hace
referencia a los archivos de comparacibn que generamos y descargamos
anteriormente desde BLASTn. Los archivos que necesitamos en esta ocasion se
encuentran dentro la carpeta de trabajo “Tutorial”.

Nota: El orden en que se cargue los archivos es de suma importancia ya que en
este mismo orden seran visualizados en ACT. Por tal motivo recomendamos
cargar los archivos siguiendo el mismo patron que aqui ensefiamos:

Sequence 1: Ralstonia phage DU_RP_Il.fasta

Comparison file 1: Ralstonia Phage Genome.fasta VS Ralstonia Phage
DU_RP_Il.fasta

Sequence 2: Ralstonia Phage Genome.fasta

Comparison file 2: Ralstonia Phage Genome.fasta VS Ralstonia Phage
RpY1.fasta.

Sequence 3: Ralstonia phage RpY1.fasta.



5. Una vez cargadas las secuencias oprimimos clic sobre el boton “Apply” para
visualizar las comparaciones.
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Si desea cargar las respectivas anotaciones para cada fago dirigase al menu
“File”, elija el fago sobre el cual quiere cargar la anotacion (Ralstonia phage
DU_RP_|I. fasta en este caso), luego seleccione “Read And Entry” y cargue el
archivo genbank (.gb) “Ralstonia phage DU_RP_Il.gb”, el cual contiene las
caracteristicas de la anotacién para este fago. El archivo .gb se descargé
anteriormente desde el NCBI. Esto se puede realizar para cada genoma cargado
dentro de ACT.
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En esta guia tutorial se concluye que existen diversos algoritmos y herramientas
cuyo uso puede variar de acuerdo a las caracteristicas gendmicas del organismo
objeto de estudio, la naturaleza de los datos y las preguntas que quiere solucionar
el investigador. Es sumamente importante tener claro que existen algunos pasos
que siempre deben de tenerse en cuenta cuando se realiza un analisis genémico.
En esta guia se abarcan estos pasos, comprendidos como analisis de calidad de
los datos, ensamblaje del genoma, anotacion y por ultimo la comparacion
genomica. Todo esto se llevd a cabo mediante el uso de herramientas web de libre
acceso y de facil manejo, con las cuales se ensambl6 y anot6 el genoma del fago
NJ-P3, presentd una longitud de 38.385 pb, con 49 CDS, de los cuales fue posible
predecir funciones putativas para 25 genes codificantes. Este fago, ademas,
mostro una alta similitud de secuencias con los fagos DU_RP_Il'y RpY1.

El estudio de los genomas de bacteriéfagos para fines investigativos es un tema
gue motiva a investigadores nuevos e experimentados en el tema. Muchos de
estos investigadores no cuentan con los conocimientos basicos sobre analisis de
genomas, puesto que en su gran mayoria este conocimiento se fundamenta en el
uso programas de lineas de comando, que a su vez requieren de avanzadas
habilidades en programacion. Por tal motivo se plantea que trabajos como este
(Flujo de trabajo para el analisis de datos, ensamblaje, anotacién vy
comparaciéon de genomas de bacteriéfagos), son de gran importancia para
promover e incentivar a personas sin habilidades en programacion, facilitando el
entendimiento de aspectos fundamentales para el estudio de genomas vy
aportando al conocimiento sobre las caracteristicas genémicas de bacteriéfagos
en general.



8. Glosario

Adaptador: Secuencias de oligonucleétidos que se une a los extremos 5-3"de
cada uno de los fragmentos que conforman la libreria de secuenciacion. Actian en
la amplificacion y secuenciacion de dichos fragmentos.

Anotacién: Conjunto de Procesos mediante los cuales se identifican las
diferentes estructuras gendmicas dentro de un genoma y se lleva a cabo su
posterior clasificacion funcional, implementando principalmente diferentes bases
de datos.

Archivo BAM: (Binary Alignment/Map format) es la version comprimida del archivo
SAM, donde se presentan los datos en codigo binario.

Archivo SAM: Archivos que contienen informacion relacionada a alineamientos de
secuencias.

Contig: Longitud de secuencia continua in silico generada por alineamiento de
lecturas de secuencias que se solapan.

Control de calidad: Conjunto de procedimientos realizados sobre datos
generados a partir de NGS que sirve como un chequeo rapido para la
identificacion y posterior exclusién de datos con problemas de calidad.

Datos crudos: Datos sobres los cuales no se ha realizado ningun procedimiento
previo.

Ensamblador: Herramienta bioinformatica que funciona bajo algoritmos que
permiten el ensamblaje de pequefias secuencias en secuencias mas largas y
contiguas (contigs).

Formato.FASTA: Formato que contiene las secuencias en plano de ADN, ARN o
aminoécidos.

Formato.FASTQ: Tipo de formato dentro del que se almacena la secuencia
nucleotidica con sus respectivas puntaciones de calidad.

Formato.GB: Formato dentro del cual se muestran diversas caracteristicas
relacionadas con los datos y su respectiva anotacion.

Forward o R1: Lecturas generadas en direccién 5-3".
Gaps: Ausencia de uno o0 mas nucleétidos en una de las hebras de ADN O ARN.

Genoma: Conjunto de genes que hacen parte de un organismo.



Genoma de referencia: Genoma altamente secuenciado y ensamblado que se
utiliza como molde para alinear nuevas lecturas secuenciadas.

Indels: hace referencia a la “insercion o delecion” que se puede presentar dentro
de una secuencia nucleotidica.

In silico: Término referido a procesos que se llevan a cabo mediante el uso de
herramientas computacionales.

Lecturas (reads): Pequefias secuencias obtenidas de tecnologias de
secuenciacion.

Next Generation Sequencing (NGS): Tecnologias disefiadas para secuenciar
gran cantidad de datos de ADN y ARN de forma masiva. Se caracterizan
principalmente por generar una gran cantidad de datos a un menor tiempo y costo
por base.

Paired-end: Cada uno de los fragmentos de la libreria es secuenciado por ambos
extremos y al mismo tiempo.

Output: Archivos especificos obtenidos luego de llevar a cabo un proceso
mediante el uso de una herramienta bioinformatica.

Reverse o R2: Lecturas generadas en direccion 3°-5".

Secuenciacion: Conjunto de métodos y técnicas bioguimicas utilizadas con el fin
de determinar el orden de los nucle6tidos dentro de una muestra de ADN o ARN.

Single-end: Indica que cada fragmento de la libreria se secuencia por un solo
extremo.

Valor Pherd: Medida de la calidad en la identificacibn de los nucleétidos
generados por la tecnologia de secuenciacion.
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