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RESUMEN

El estudio de la metagendmica con el uso de las tecnologias de secuenciacion de nueva
generacion (NGS) han permitido la secuenciacion de un gran ndmero de genomas en
muy poco tiempo La cantidad de informacion es tan grande que cada vez se usa con mas
frecuencia el término Big data para referirnos a la informacion que esta en bases de datos
lista para ser analizada.

Existen varios problemas para que estos datos sean analizados a un ritmo adecuado, se
presentan retos computacionales, falta de programas de andlisis y tal vez lo mas
importante la falta de formacion de personal en el analisis e interpretacion de datos

gendmicos.

El uso de los De Bruijn Graphs para el ensamblaje genémico nos permitira analizar las
propiedades topolégicas de los De Bruijn Graphs en dependencia de las relaciones
filogenéticas de las especies microbianas presentes en muestras metagenémicas del

suelo.

PALABRAS CLAVE: Metagendmica, secuenciacion, genomas, Bruijn Graph,

filogenética.



Parte |

INTRODUCCION

En las dltimas décadas se ha verificado un acelerado avance tecnoldgico en las
plataformas de secuenciacion masiva de ADN. Ello ha dado lugar a las llamadas
Tecnologias de Nueva Generacion (NGS —por sus siglas en inglés) dentro de las que
destacan lllumina, Roche 454 y Pacific Biosystems (Lin Liu, 2012). Con el surgimientos
de las NGS, es ahora posible movernos desde la perspectiva del estudio de un solo
genoma a la vez, hacia el estudio de comunidades de especies lo que se conoce como
metagenomica (Restrepo Restrepo, Gonzalez, & Cardenas, 2012). A pesar de que
contamos ahora con la tecnologia para ello, aiin no se han desarrollado a cabalidad las
herramientas computacionales que permitan la reconstruccion de genomas individuales a
partir de muestras metagendémicas. (Bonilla-Rosso, Souza, & Eguiartea, 2008) El proceso

de reconstruccion de genomas individuales se conoce como “ensamblaje gendmico”.

Una de las estrategias pioneras de ensamblaje gendmico, es la que se basa en la
construccién de una estructura de datos conocida como De Bruijn Graphs (Daniel R.
Zerbino, 2008). La utilidad de los De Bruijn Graphs ha sido extensamente demostrada
para el ensamblaje de genomas simples, siendo Velvet (Zerbino, 2011) la mejor

implementacion de De Bruijn Graphs reportada hasta el momento.

Los esfuerzos actuales se estan dirigiendo entonces hacia demostrar la aplicabilidad de
los De Bruijn Graphs en la reconstruccion de genomas simples asi como también de
metagenomas. ES en este escenario tematico que se desarrollara el presente proyecto
donde evaluaremos como varian las propiedades topoldgicas de los De Bruijn Graphs en
dependencia de las relaciones filogenéticas de las especies microbianas presentes en
muestras metagenomicas del suelo ya que es este probablemente uno de los ambientes
mas complejos por su diversidad y complejidad microbiolégica (Hernandez-Leén R,
2010).
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Parte Il

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La metagendmica, una joven disciplina en auge nos permite extraer el ADN caracteristico
de una comunidad sin la necesidad de pasar por el cultivo in-vitro de las especies
constituyentes. Una vez extraido el ADN que ahora contiene tanto a especies
mayoritarias como minoritarias y cultivables como no cultivables, este puede ser
secuenciado parcialmente o en su totalidad. La informacién de secuencia que se obtiene

mediante esta metodologia constituye el metagenoma de la comunidad en estudio.

Si bien es cierto en la actualidad se cuenta con la tecnologia para la secuenciacién de
metagenomas, estamos aun lejos de poder analizar a cabalidad el alto volumen de datos
derivados de esta secuenciacién. Tal andlisis, cuyo objetivo es la reconstruccion de
genomas individuales a partir de una mezcla de millones de fragmentos de secuencia,
presenta grandes retos computacionales y el disefio de nuevos algoritmos y modelos,

para esta tarea es un campo de investigacion muy fértil.

Contar con métodos capaces de reconstruir genomas individuales a partir de la
informacién del metagenoma nos permitird no solo estudiar la estructura sino también

hacer inferencias sobre la capacidad funcional de una comunidad microbiana.

Para dar solucion al problema se seguira las siguientes fases:

e Seleccidon de especies gendémicas para la simulacion._ Son especies que se
encuentren en el suelo, las mismas tienen una estrecha relacion filogenética Se
trabaja con mezclas de 2, 3, 6 y 12 genomas para las simulaciones

e Estudio del funcionamiento de ensamblador Velvet.  Andlisis de las funciones
principales del ensamblador.

e Modificacion de Velvet (VelvetLite)._  Creacion de una version de Velvet
modificada para que se adapte a nuestros requerimientos.

e Generacion de datos con la utilizacion de VelvetLite.  Se ejecuta el ensamblador
modificado.

e Analisis de los datos generados. - Se extrae las propiedades topolégicas de los

grafos de De Bruijn y se las almacena para su posterior analisis.

13



Parte Il

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar las propiedades topolégicas de los De Bruijn Graphs y su aplicabilidad en
la reconstruccion de genomas individuales a partir de datos de secuenciacion

metagenomica.

Objetivos especificos

Generar conjuntos de datos simulados de secuenciacion metagenémica que
contengan diferente grado de complejidad en cuanto al nUmero de secuencias
consideradas y las distancias filogenéticas entre las mismas.

Desarrollar un conjunto de scripts que permitan procesar la gran cantidad de
datos generados por el ensamblador; y asi extraer las propiedades de los grafos

de De Bruijn generados.

14



Parte IV
ESTRUCTURA DE LA TESIS

La tesis esta estructurada de la siguiente manera:
Una introduccién general sobre lo que es el proyecto, el trabajo realizado, los objetivos

trazados y lo que se pretende conseguir a la culminacién del mismo.

En el capitulo 1, titulado: Secuenciacion de Genomas, se trata acerca de la revision del
estado del arte, conceptos, definiciones, funcionamiento, etc., acerca de los métodos de
secuenciacién genética de nueva generacién. También se trata términos utilizados en la
metagendmica, principales métodos de ensamblaje, ensambladores mas utilizados. Las
propiedades de los grafos de De Bruijn ¢cédmo se generan y cémo representarlos

graficamente?

En el capitulo 2, titulado: Simulacibn de datos metagendmicos, ya se trabaja
seleccionando los genomas para el proyecto y la utilizacién del ensamblador Velvet, se
realiza el andlisis y modificacion de Velvet dando origen a VelvetLite el cual se adapta a
las nuestras necesidades y se realiza la generacion de los De Bruijn graphs resultantes

de la ejecucion del ensamblador.

En el capitulo 3, titulado: Andlisis de grafo de De Bruijn, se trabaja con los archivos
generados por el ensamblador Velvet. A estos archivos se los analiza y se les extrae los
datos necesarios para el andlisis topologico. Se almacenan los datos extraidos en una

base de datos para en esta realizar las consultas referentes a las propiedades del grafo.
En el capitulo 4 titulado: Analisis de resultados, se realiza las comparaciones entre los

datos obtenidos de la ejecuciéon de Velvet vs VelvetLite que es la version modificada del

ensamblador Velvet

15



CAPITULO 1
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1. Secuenciaciéon de genomas

Un genoma es una coleccion completa de &cido desoxirribonucleico (ADN) de un
organismo, 0 sea un compuesto quimico que contiene las instrucciones genéticas
necesarias para desarrollar y dirigir las actividades de todo organismo. Las moléculas del
ADN estan conformadas por dos hélices torcidas y emparejadas. Cada hélice esta
formada por cuatro unidades quimicas, denominadas bases nucle6tidas. Las bases son
adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C). (National Human Genome Research
Institute, 2011)

La secuenciacibn del ADN es un conjunto de métodos y técnicas cuya finalidad es

determinar el orden exacto de los pares de bases en un segmento de ADN.

La secuenciacion de genomas permite secuenciar cadenas cortas de ADN, para lo cual
necesitamos una estrategia para fragmentar un genoma y luego re-ensamblar el genoma

secuenciado

La figura 1 nos muestra una visién general del proceso de secuenciacion de un genoma

Genoma
Genoma no secuenciado

secuenciado N
Fragmentacion

leatoria —

Ensamblado

secuenciados

Figura 1: Proceso de secuenciacién de un genoma

Fuente: (Santamaria, 2011)
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En el estudio de la secuenciacion de genomas nos encontramos con ciertos términos, los
cuales se describen a continuacion:

Fragmento.- Secuencia contigua de ADN, sin huecos

Contig._ Conjunto se fragmentos solapantes de los que se puede obtener una secuencia
mas larga.

Scaffold._ Serie de contigs ordenados, pero no necesariamente conectados en una
secuencia sin huecos

Covertura._ Numero medio de lecturas de cada nucledtido en la secuencia reconstruida

1.1. Herramientas de secuenciacion gendmica de Nueva Generacion

Los avances en materia de secuenciacién del ADN han acelerado la investigacion y
los descubrimientos en biologia. Las técnicas modernas nos dan la posibilidad de
realizar esta secuenciacion a gran velocidad, lo cual ha sido muy importante a la hora
de trabajar en proyectos a gran escala como el Proyecto Genoma Humano. Otros
proyectos a escala mundial, en ocasiones resultado de la cooperacion investigadora
de varias instituciones, han establecido la secuencia completa de ADN de muchos

genomas de animales, plantas y microorganismos.

En los dltimos afios los procedimientos de secuenciacion de nueva generacion-NGS
estan siendo utilizados para la secuenciacion de genes de una forma mas barata y
eficiente, a pesar de obtener fragmentos-reads de menor tamafio. Estas secuencias
aisladas obtenidas requieren el empleo de potentes herramientas informaticas para su

ensamblaje.

Actualmente, los sistemas de secuenciacion de nueva generacion disponibles en el
mercado son el método 454 de Roche, Solexa de llluminay SOLID de Applied

Biosystems.

Secuenciacién 454

La pirosecuenciacion o secuenciacion 454, es una tecnologia de determinacion de
secuencia de ADN a gran escala, aplicable a genomas completos, mediante
luminiscencia. El método 454 puede determinar la secuencia de 20 millones en 4
horas, lo cual abarata enormemente el coste del proceso. (Universidad de Malaga,
Moreno, Rocio Bautista, 2010)
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Este fue el primer método de nueva generacion que salié al mercado y en la
actualidad es el que mas publicaciones tiene a su haber. Esta técnica se conoce
desde hace algunos afos, pero gracias al impulso dado al desarrollo de nuevas
tecnologias de secuenciacion mas eficientes y baratas se han conseguido una serie
de mejoras que han hecho posible la aplicacién de esta técnica para la secuenciaciéon
a una escala genémica y con bajo coste.

Las muestras primero son reducidas a una libreria de fragmentos de 300-800pb de
longitud. Los fragmentos se unen a nano-esferas y la secuenciacion se basa en la
sintesis de la cadena complementaria gracias a la DNA polimerasa. El proceso de
amplificacién (realizar copias del mismo fragmento) se realiza en las propias nano-
esferas (una especie de nano-PCR). La posterior identificacion de las secuencias se
realiza por un sistema basado en la piro-secuenciacién, adecuado para secuenciacion
de novo, re-secuenciacion de genomas completos o de regiones diana, estudio de
variantes de virus, deteccion de puntos con polimorfismos genéticos y analisis de
ARN.

Solexa

La técnica de secuenciacion de Solexa consta de dos partes, en primer lugar se
realiza un fraccionamiento del genoma, seguido de la amplificacion clonal de
fragmentos de ADN sobre la superficie sélida de una celda de flujo. De esta forma se
crean racimos de fragmentos clonados. El siguiente paso consiste en la
secuenciaciéon mediante sintesis. Lo caracteristico de este sistema es el empleo de
los cuatro nucleétidos (A, C, T, G) marcados con fluorescencia de distintos colores
para la secuenciaciéon de los millones de racimos presentes en la superficie de la
celda de flujo. Estos nucleétidos modificados contienen terminaciones reversibles, lo
gue permite que cada ciclo del proceso de secuenciacion ocurra en presencia de los
cuatro nucleétidos simultdneamente. Es un procedimiento mas barato y potente que
el 454 pero al producir lecturas de pequefio tamafio no puede resolver repeticiones

cortas.
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SOLiD

Se trata del ultimo método de secuenciacién de los analizados en salir al mercado, ya
que se empezd a comercializar en 2008. Permite el empleo de distintos tipos de
muestras ya sean fragmentos sueltos o grupos de dos fragmentos unidos mediante
un cebador. El proceso de amplificacion es similar al de 454 a excepcion del anclaje
final de las nano-esferas a una superficie de cristal donde se da la secuenciacién. El
proceso de secuenciacion es realmente innovador, dandose distintas rondas de
hibridacion y ligado con 16 dinucledtidos marcados con 4 colores distintos.
Empleando un cédigo de colores, cada posicién es evaluada dos veces lo que
aumenta drasticamente la discriminacion entre errores de secuencia y polimorfismos

de un solo nucleétido.

Cuadro 1: Comparativo de los métodos de secuenciacion de ADN

Tecnologia 454 Solexa SOLID
_ GS FLX serie . SOLiD™ 4
Secuenciador o HiSeq 2000
Titanium System
Potencia por analisis 500 - 106 pb 200. 109 pb 100. 109 pb
Tiempo de ejecucion 10 horas 8 dias 14 dias
Longitud de los fragmentos
450 pb 2 -100 pb 2 -50 pb
(reads)
Fragmentos por ejecucion >106 2-109 1,4-109
Precio por secuenciar un $180.000 < $10.000
$6.000 (USD)
genoma humano (USD) (USD)

Fuente: (Ainhoa Ogiza, 2010)




1.2. Estudio de metagenomas

Metagendmica

La metagendmica es el estudio del conjunto de genomas de un determinado entorno
directamente a partir de muestras de ese ambiente, sin necesidad de aislar y cultivar

esas especies.

La metagenomica es una de las nuevas aplicaciones que han sido posibles con la
aparicion de las tecnologias para secuenciar el ADN a bajo costo. Estas nuevas
tecnologias permiten reducir el costo de secuenciar el ADN a costos mucho menores
gue aquellos usando la tecnologia basada en secuenciamiento.

Secuenciacién

La recuperacién de secuencias de ADN mayores de unas pocas miles de pares de
bases era muy dificil hasta la reciente llegada de avanzadas técnicas de Biologia
Molecular que permiten la construccion de genotecas de cromosomas artificiales

bacterianos

Metagendmica balistica

Los avances en Bioinformatica, las mejoras en la amplificacion del ADN, y el aumento
de la capacidad de cémputo de los sistemas informaticos actuales han ayudado, en
conjunto, al analisis de las secuencias de ADN obtenidas a partir de muestras
ambientales, permitiendo la aplicacion de la secuenciacion balistica a muestras
metagenomicas. El abordaje balistico sigue una serie de pasos basicos:
fragmentacion del ADN al azar en secuencias muy pequefias, y ensamblaje por

mapeo contra una secuencia consenso.
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gﬂ F

Figura 2: Secuenciacion ambiental balistica

Fuente: (John C. Wooley, 2011)

(A) Recogida de muestras ambientales;

(B) Filtrado de particulas, cominmente por tamafio;
(C) Lisis y extraccion del ADN;

(D) Clonacion y construccion de la genoteca;

(E) Secuenciacién de los clones;

(F) Ensamblaje de las secuencias en contigs y scaffolds.

La metagendmica basada en balistica permite la secuenciacién directa de genomas
microbianos casi completos, a partir de muestras ambientales. En cada muestra
ambiental existen una gran variedad de microorganismos en unas proporciones

determinadas. Los organismos mas abundantes estaran mas representados en la
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informacién de secuencia obtenida. Se suelen requerir grandes muestras para
asegurar una cobertura suficiente para resolver por completo los genomas de
especies poco representadas en la comunidad. Por otra parte, la naturaleza aleatoria
de la secuenciacion por balistica asegura que muchos de estos organismos, que
pasarian desapercibidos si se usaran técnicas culturales clasicas, estaran

representados al menos por pequefios fragmentos de secuencia.

1.3. Formatos para la representacion de secuencias de genomas

En bioinformatica es necesario representar la informacion de las secuencias de genes
de manera digital para poder trabajar con ella. En la actualidad existen muchos
formatos utilizados para este fin.

Los principales formatos son: FASTA, FASTQ, GenBank, EMBL. Aunque los que
mas se usan son los dos primeros en la mayoria de experimentos con ensambladores
y es precisamente a estos a los que estudiaremos para su uso en el presente
proyecto

FASTA
Una secuencia representada en formato FASTA siempre tiene la misma estructura:

En primer lugar empieza con una descripcién en una Unica linea, comiunmente linea
de cabecera. Esta linea de descripcion se distingue debido a que comienza con el
simbolo “>” seguido del identificador de secuencia y de la descripcion (ambos son
opcionales). Es importante que no haya espacio entre el simbolo “>” y la primera

letra del identificador de secuencia.

Para saber representar varias secuencias en un mismo fichero de formato fasta hay
gue seguir las indicaciones anteriores para todas las secuencias, ya que el simbolo

“>” se utilizara como separador de secuencias.

Se puede considerar como el formato més sencillo y a la vez el mas utilizado en

bioinformatica, con este formato trabajaremos en el presente proyecto.
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>01]255961261 | xef|NC_007492.2| Pseudomonas fluorescens Pf0-1 chromosome
TGTTACCTGGITCGICCACAACGCGGCCGGAATGCCCCCCETTTTAAGACGACCGGGGATTCTAGAGARAAGC

CCRAATAGGTCAATTTCCAACCAACGTTTICCTTATAAATAGATCTTCGGAGCTGTICGGGACCTGATTA
CCCGTTTICCCAAACGATAAAARATAAAGCAACCCAATTATTTAAACGCTTTITCICTAAAGCTTGCTAAAAGCTA
GGAACGCCACTGICIGIGGATAACTGGCTCAAGGCCTTIGTITTCAAGCGATGTACAGAGAATGACAACTAC
AGTGGAAARACCGTIGTTCAGCCTIGTIGCTIGCGCTGTCGGATAACCTGTIGTIGTIGGAATAGGTTIGITATCCACA

Figura 3: Secuencia en formato FASTA generada

Fuente: Elaboracion propia con datos obtenidos de archivo fasta generado

FASTQ

Es un formato de texto que permite almacenar la secuencia bioldgica y sus
puntuaciones de calidad correspondientes.

Tanto la secuencia biolégica como la secuencia de calidad estan representadas con
un solo carécter ASCII para mayor simplicidad.

Originalmente fue desarrollado en el “Welcome Trust Sanger Institute” para agrupar
secuencias en formato FASTA y su calidad asociada en un solo fichero con un
formato definido. Actualmente es uno de los formatos mas utilizados en

ensambladores, junto con el formato FASTA.
El formato normalmente utiliza cuatro lineas para representar una secuencia concreta:

Linea 1: Empieza con el caracter ‘@’ seguido de una secuencia de identificacion mas
una breve descripcién opcional. Esta linea es analoga a la linea de descripcién del
formato FASTA.

Linea 2: Es la codificacion completa de la secuencia.

Linea 3: Empieza con el caracter ‘¢’ y opcionalmente va seguido del mismo

identificador y de la misma descripcion de la linea 1.

Linea 4: Codifica los valores de calidad de la secuencia representada en la linea 2
por lo que debe de contener el mismo nimero de simbolos que dicha linea. Dichos
valores de calidad son representados por una codificacion ASCIlI de los valores
numeéricos asociados (por ese motivo pueden aparecer caracteres que se podrian

considerar extrafios)
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En un principio en el formato FASTQ se permitia que la secuencia y las secuencias
de calidad pudieran ser divididas en varias lineas. Pero esto se descart6 debido a que
hacia el analisis muy complicado porque los caracteres ‘@’ y ‘+’ podian aparecer en

la secuencia de calidad y podia haber confusiones al realizar el procesamiento del

fichero.
@SEQ ID
GATTTGGGGTTCARAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT

DUV ((((***4) ) 3R++) (3E2F) L1*x**—4%1 1)) **S5CCE>>>>>>CCCCCCCES

Figura 4: Secuencia en formato FASTQ generada

Fuente: Elaboracion propia con datos obtenidos de archivo fasq generado

1.4. Ensamblaje de Genomas

Todas las tecnologias de secuenciacion producen fragmentos mas o0 menos cortos y
a partir de estos se debe de recomponer la secuencia del fragmento analizado. En
muchos de los casos el resultado no sera la secuencia completa del fragmento y sera
necesario completar los huecos entre los conjuntos de secuencias. Estos procesos se

denominan proyectos de secuenciacion. (Cafizares Sales & Forment Millet, 2014)

1.4.1. Ensamblaje de secuencias mediante alineamiento
El proceso de ensamblaje consta de tres fases: limpieza de secuencias, alineamiento

de secuencias y ensamblaje.
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Proceso de ensamblaje

Limpieza Comparacién 2 a 2 Ensamblaje
=] ]
— N . N .
[ == I
[ [ .
[ \
Consenso

Figura 5: Ensamblaje de secuencias mediante alineamiento

Fuente: (Joaquin Cafiizares)

Limpieza de secuencias:

En la fase de limpieza de secuencias se elimina las regiones de las secuencias que

tengan resto de vector y las regiones repetitivas.

Alineamiento de secuencias

Ahora toca alinear todas las secuencias con todas las secuencias dos a dos para
identificar que secuencias se solapan entre si. Para realizar esto debemos identificar
pares o grupos de secuencias con fragmentos de secuencias comunes. Primero se
realiza una comparacion rapida para identificar que secuencias comparten palabras o
ventanas iguales. En un segundo paso estas parejas de secuencias se alinean
mediante programas de alineacion dindmica. Esto nos da como resultado una red de
interacciones entre las secuencias que alinean entre si, en el que en cada borde esta

localizado una secuencia.
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(1) Secuencia
— Directo
— = Reverso

Figura 6: Alineamiento de secuencias.

Fuente: (Joaquin Cafizares)

Ensamblaje:

Ya con estos grafos de las secuencias identificadas que comparten regiones
comunes, se crea el ensamblaje. A diferencia de un alineamiento mdltiple los
ensambladores no fuerzan que todas las secuencias cubran la totalidad del
alineamiento, este se va alargando con la adicion de nuevas secuencias. Existen
diferentes algoritmos que a partir de la informacion almacenada en el grafo ordenan y
ensamblan las secuencias utilizando alineacibn mdltiple para obtener la mejor
distribucion de las secuencias solapantes. En muchos programas estos dos ultimos
pasos (alineamientos de secuencias y ensamblaje) son ciclicos. A partir de estos
alineamientos se obtienen la secuencia consenso que representa a cada conjunto de
secuencias o0 contig. Existen diferentes reglas para construir el consenso, pero es

indispensable que tengan en cuenta el valor de la calidad de las secuencias.

1.4.2. Ensamblaje de secuencias mediante k-mers
A la hora de trabajar con genomas que demanden gran cantidad de computo ya que
utilizan centenares de millones de secuencias, se ha desarrollado algoritmos mas

rapidos. Los més utilizados se basan en el uso de k_mers.

Los k-mers son una serie de bases de tamafio determinado (words, ventana) y con
ellos podemos dibujar graficos de sus relaciones o como se los conoce los Grafos de
De Bruijn. Los nodos son todos los K-mers y las flechas los solapamientos entre

ellos.
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Podemos ensamblar las secuencias resolviendo estos grafos. El problema es que son
mucho mas sensibles a los errores de secuenciacion y repetitivo que los métodos
basados en alineamiento, haciendo que la complejidad de los grafos aumente; pero

tienen la ventaja de ser mucho mas rapidos.

Los programas 0 ensambladores mas utilizados con esta metodologia son el
SOAPdenovo y el Velvet, en el estudio de este Ultimo se basa este proyecto.

1.5. Grafos

Un grafo es una representacion de las interacciones que tienen lugar entre las

entidades de un sistema que dan lugar a un fenédmeno estudiado.

Los nodos representan las entidades genéricas que constituyen el sistema (genes,
proteinas, metabolitos, etc). Las aristas entre distintos nodos indican que las
correspondientes entidades interactian o estan relacionadas entre si de alguna

forma.

Formalmente, una red o grafo G no dirigido es un par de conjuntos G=(V,E) donde:
V={v1l,yv2,.....vn} es el conjunto de vértices o nodos.

E={(vi,vj),(v k,v I),...} es un conjunto de pares no ordenados de elementos de V.

E se denomina conjunto de aristas de la red.

El nimero de nodos se denomina orden de la red.

El nimero de aristas se denomina tamafio de la red.

Un camino de un nodo u a un nodo v es una secuencia de nodos {v1,v2...,vk} con
vl=u, vk=v y {vi-1,vi} una arista de la red tal que en {v1,v2,..,vk} no hay nodos
repetidos. Un camino minimo entre dos nodos es aquel de menor longitud de entre

todos los posibles caminos entre ambos nodos.
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Andlisis de latopologia de una red-informacién general

El analisis de las caracteristicas topolégicas de redes nos permite estudiar
propiedades relevantes sobre las dinamicas que pueden producirse tales como la

transmisién de informacién a lo largo de la red y robustez en su funcionamiento.

Dos nodos de una red son vecinos o adyacentes si existe una arista que los conecta.
El grado de un nodo es el nimero de vecinos que tiene dicho nodo.

La distribucion del grado de nodos de una red G=(V,E) se define como:

P(k)=mk m

donde mk es el nimero de nodos con grado k y m es el orden de G niumero de nodos

de la red.

Distancia

En teoria de grafos se denomina distancia entre dos vértices de un grafo al nimero
de vértices minimo que debe recorrerse para unirlos. La distancia entre dos nodos de
un grafo es la longitud del camino mas corto (a veces se denomina geodésicol ). Si
no hubiera conexién alguna entre dos vértices se dice que la distancia es infinita. Las
distancias de todos los vértices de un grafo se computan en lo que se denomina

matriz de distancias, el concepto se emplea en las medidas de centralidad de redes.

Densidad del grafo

Es la relaciéon entre el nimero de aristas del grafo y el nUmero de aristas maximo, el

cual es el nimero de aristas de un grafo completo con el mismo nimero de nodos.

Se denomina grafo disperso a aquel cuya densidad tiene un valor pequefio, mientras

gue los grafos densos son aquellos que poseen gran nimero de aristas.
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Métricas de centralidad
Centralidad de grado

La centralidad de grado es una medida radial de volumen que se calcula como el
namero de aristas incidentes en el vértice. Esta medida da una idea de la

conectividad de un nodo.

Centralidad de cercania:

La centralidad de cercania es una métrica radial de longitud calculada como la inversa
del valor medio de las distancias minimas desde ese nodo al resto de nodos del grafo.
Por tanto, cuanto mayor sea la distancia media menor sera la centralidad del nodo y

viceversa.

Centralidad de intermediacion:

La centralidad de intermediacion es una medida de centralidad medial que viene dada
por la fraccién de caminos mas cortos entre nodos del grafo que atraviesan el nodo

en cuestién. Se calcula mediante la siguiente ecuacion:

_ o(s, tlv)
e (v) = SZEV—"“' 5

donde V es el conjunto de nodos del grafo, o(s,t) es el nimero de caminos mas
cortos existentes en el grafo entre los nodos y a(s,t|v) es la cantidad de esos

caminos en los que V actla de puente.

Centralidad de vector propio:

Otra medida de centralidad radial de volumen es la centralidad de vector propio. Esta
métrica mide la influencia de un nodo en el grafo de modo que esta centralidad sera
elevada si un nodo esta conectado a muchos nodos, los cuales estan a su vez

conectados a muchos nodos.
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1.6. Grafos de De Bruijn

Un grafo de Bruijn es un grafo dirigido que representa solapamientos entre
secuencias de simbolos. El grafo tiene m vértices que consisten en todas las
posibles secuencias de longitud n de los simbolos dados. Este grafo permite la

aparicion de elementos repetidos.

Para un grafo de Bruijn para un entero fijo de valor k tenemos que:

Sus nodos son todos los k-mers (sub secuencias de longitud k) presentes en las

lecturas.

Por cada (k+1)-mer (sub secuencias de longitud k+1) presente en las lecturas, hay

una arista entre el prefijo k-mer y el sufijo k-mer de la subsecuencia.

Este tipo de grafos son importantes por su utilidad en la reconstruccién de secuencias
gendmicas y se utilizan en la mayor parte de las aplicaciones utilizadas en el
ensamblaje de lecturas cortas como las obtenidas mediante las plataformas de
Solexa y SOLID.

Una secuencia se define como una sucesion de simbolos de la forma:
Si, Si+1, Siv2, - - - Sk donde k es la longitud de la secuencia.

El nimero de sub-secuencias se calcula con (m+1)" . Por ejemplo si m = 2 y n=2,

entonces se tendran (2 + 1)? = 3% = 9 sub-secuencias.

La sub-secuencia esta definida como la sucesion de simbolos de una longitud n, que

se escribe como: S; Sis1 Sik2 - - - Sivn-1), Para cada uno de los simbolos.

Continuando con el ejemplo, las sub-secuencias resultantes son: Ss={00,01,02, 10,
11, 12, 20, 21, 22}.

El uso de los grafos de De Bruijn se da ya que permite la elaboracion de un grafo de
k-mers (trozos de secuencia de longitud fija) en el que se representan los overlaps

presentes en todas las secuencias. Este método tiene la ventaja de que ya no es
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necesario realizar una comparacién de todos contra todos, pero tiene unos altos
costes de memoria para trabajar con el grafo completo. (The Computer Architecture
Department at the University of Malaga, 2010)

Tras la elaboracién inicial del grafo, que se realiza en tiempo lineal con respecto al
namero de secuencias. Posteriormente se aplican modificaciones y simplificaciones al
grafo uniendo nodos, eliminando burbujas y seleccionando los mejores caminos hasta
obtener un grafo irreducible del que se obtienen los contigs Hay multitud de
aplicaciones o ensambladores de secuencias que trabajan con De Bruijn Graphs,

entre los principales podemos mencionar a:

e Velvet

e Euler

e ABySS
e AllPaths

e SOAPdenovo

A continuacibn se muestran ejemplos de secuencias, el valor de k y el grafo

resultante.

Caso 1. Lecturasimple
secl: ACTG

k=3

ACT - CTG

Figura 7: Grafo de lectura simple.
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Caso 2. Lecturas multiples
secl: ACTG
sec2: CTGC
sec3: TGCT

Valorde k=3

ACT - CTG - TGC - GCT

Figura 8: Grafo de lecturas mdltiples.

Caso 3. Redundancias
secl: ACTG
sec2: CTGC
sec3: CTGA

sec4:. TGCT

ACT - CTG - TGC - GCT

N
TGA

Figura 9: Grafo de lecturas redundantes.

Caso 4. Repeticiones
secl: ACTG
sec2: CTGC
sec3: TGCT
secé4: GCTG

sech: CTGA
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sec6: TGAC

ACT - CTG - TGC

N

GAC —<TGA GCT

Figura 10: Grafo de lecturas con repeticiones.

Los ensambladores que utilizan estos tipos de algoritmos, generalmente, tienen varias

fases diferenciadas para realizar su tarea. Estas fases son las siguientes:

Generar grafo inicial: En esta fase se trata de formar el grafo de Bruijn que
contendré la informacion de las lecturas, almacenando la informacion de los k-mers y

sus nucledtidos vecinos. La representacion del grafo se divide en tres pasos:
Encontrar la definicién de todas las longitudes de los k-mers Gnicos.

Una vez clasificados dicha longitud se generan los nodos del grafo a partir de los k-

mers anteriores

Se generan las aristas que relacionan dichos nodos.

Correccion de errores: Ya creado el grafo de Bruijn completo tenemos que analizar
el mismo para corregir los posibles errores que se hayan generado en el proceso de
creacion. Dichos errores pueden ser debidos al almacenaje de informacion erronea,
repetida o con asociaciones erréneas entre nodos. Si se han producido errores de
este tipo puede dar lugar a un grafo errébneo y posiblemente con mayor longitud de lo

deseado.

Agrupar nodos: Ahora se agrupa todos los nodos (lecturas) para conseguir los
Scaffolds. Dicho proceso debe dar lugar a una super secuencia Unica que sera
considerada como la solucion éptima del genoma buscado. En este punto podriamos

considerar la opcién de recorrer toda la secuencia generada para conseguir descubrir
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si hay huecos en la misma. Si es asi, y con toda la informaciéon que se dispone, se
intenta rellenar dichos huecos para representar la secuencia del genoma lo mas

exacta posible.

1.7. Visualizacién de grafos
El estudio de redes complejas en dmbitos como la biologia ha tomado forma como

una disciplina en si misma, la Network Science o analisis de redes.

Dado que uno de los objetivos del Network Science es obtener informacion atil y
relevante a partir de una red, la visualizacion de la red es un factor clave. Una buena
visualizaciébn puede resaltar los nodos relevantes, dar pistas sobre grupos
cohesionados dentro de la red... o simplemente presentar grandes cantidades de

informacion de forma atractiva.
Existen muchas herramientas para visualizar redes complejas, alguna de estas son:
Graphviz

Es una herramienta de coédigo abierto para la visualizacion de grafos. Cuenta con
importantes aplicaciones en la creacion de redes, la bioinformética, la ingenieria de
software, base de datos y disefio de paginas web, aprendizaje de maquina, y en las

interfaces visuales para otros dominios técnicos.(Graphviz)

Gene : A Gene : B

Figura 11: Visualizacion de una red utilizando la herramienta Graphviz.
Fuente: (Arif Bilgin, 2014)
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Gephi

Es un software open source que nos permite visualizar redes complejas de todo tipo,
para &mbitos tan dispares como el de la salud, la politica, el social media, etc. Se trata
de una herramienta muy completa que permite ser utilizada tanto por el profesional

como por el usuario amateur

Antes de probar la herramienta es muy recomendable echarle un vistazo rapido
al breve tutorial que han realizado desde Gephy para tener algunos conocimientos
basicos. También es necesario tener algunos conocimientos sobre redes (conceptos

como nodos, vértices, nodos principales,...) (gephi.org, 2014)
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Figura 12: Visualizacién de una red con la herramienta Gephi

Fuente: (gephi.org, 2014)
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Cytoscape

Es una plataforma de software para la biologia computacional y bioinformatica, util
para la integracion de datos, y para visualizar y realizar calculos sobre las redes de
interaccion molecular. Para empezar a trabajar con Cytoscape lo primero que
necesitamos es crear o cargar una red. Cytoscape reconoce numerosos formatos de
archivos (.sif, .nnf, .gml, xIs, . . . ), permite la importaciébn desde un archivo tabular
(.txt, .xIs) y ofrece la posibilidad de cargar una red a través de un webservice. Si nos
interesa, también podemos crear o modificar nuestra propia red, afiadiendo los nodos
y los enlaces pertinentes. Ademas tiene la posibilidad de cargar una sesién
previamente guardada (.cys). La sesion, ademas de guardar la red, también guarda
los atributos modificados (color, forma, layout,. ) asi como la posicion de las ventanas
y algunas otras preferencias.
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Figura 13: Visualizaciéon de una red con la herramienta Cytoscape.

Fuente: (Cytoscape Consortium, 2014)
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aiSee

Es una herramienta comercial, gratuita para usos no comerciales, calcula

automaticamente un disefio personalizable de graficos especificados en GDL (Grafic
Description Language).(aiSee)

1l aifee - Demo Versien: Yifsymiree. gdl

gy
H 0o o e f R ik
e Em e e = ) =
R e B ®
E.-’-EI ) B e
e E e
E @ @ @ ,
=

Figura 14: Visualizacién de una red utilizando la herramienta aiSee.

Fuente: (Informatik)
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1.8. Velvet

Velvet (Daniel R. Zerbino, 2008) es un conjunto de algoritmos escritos en lenguaje de
programacion C creado para trabajar con el ensamblaje de genomas de lecturas
cortas que van desde 25 a 50pb. Esto lo logra gracias a la manipulacién de grafos
de Bruijn mediante la eliminacién de errores y simplificacion de regiones repetidas

El ensamblador Velvet puede tener un rendimiento bastante éptimo y aceptable, pero
se puede producir un cuello de botella a la hora de realizar la estructura de datos para

el genoma.

ETAPAS

Las etapas que sigue el ensamblador Velvet son las siguientes:
- Generar ficheros y grafo de Bruijn
- Simplificar Grafo
- Eliminar errores
o Nodos punta.
o Burbujas.
o Conexiones erroneas.
A continuacién se presenta un diagrama que muestra los principales procesos que

lleva a cabo el ensamblador Velvet.
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Eliminar burbujas
tourBus(startingNode)

ENTRADAS: secuencias de lecturas de una especie
Archivos .fastq

i Eliminar nodos punta
clipTipsHard(Graph, IConservelLong)

Generar ficheros y Grafo de Brujin
Ficheros Sequences y RoadMaps y tabla hash y un grafo en memoria ;

Se simplifica el Grafo
correctGraph(PreGraph, secuncelLength)

v

Eliminar errores

:

Se genera el PreGraph
exportGraph(graphFilename, graph, sequences->tSequences)

v

Se simplifica el PreGraph
correctGraph(PreGraph, secuncelength)

v

Eliminar errores

-

Se genera el LastGraph
exportGraph(graphFilename, graph, sequences->tSequences)

-

Se simplifica el LastGraph
correctGraph(PreGraph, secuncelLength)

I

Eliminar errores

!

Se guarda un LastGrph simplificado

FIN

Figura 15: Procesos del ensamblador Velvet

Fuente: Elaboracion propia en base a la revision del codigo de Velvet

Generar ficheros y Grafo de Bruijn

En esta se desarrolla la estructura de datos general que va a utilizar el ensamblador

en el resto de etapas para realizar su tarea.

En esta etapa las lecturas obtenidas a través de la maquina de secuenciacién son
divididas en k-mers en las cuales el valor de k es definido por el usuario en el

comando de ejecucion del ensamblador.
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El valor de k determinara la calidad del ensamblaje, pero seran necesarias varias
pruebas para poder indicar que valores de k son aceptables para un genoma en
concreto utilizando este ensamblador. Por ello hay que realizar pruebas exhaustivas
con varios valores de k, hasta conseguir ver valores mas o menos aceptables.

De todas formas, debido a comprobaciones ya realizadas en experimentos se puede
indicar que los valores de k que son cercanos a la longitud de las lecturas que
tenemos pueden producir superposiciones en el ensamblado mientras que valores de
k mas pequefios pueden producir un mayor nimero de superposiciones que pueden

generar errores y bucles en la generacion de la estructura de datos. (Diez, 2013)

Una vez que las lecturas son divididas en k-mers se escanean, se transforman a un
formato interno utilizado por Velvet y se guarda en un archivo denominado

“Sequences’.

A continuacién Velvet crea una tabla hash de n entradas y cada vez que un k-mer es
leido se realiza un proceso de busqueda en la tabla hash. Si el k-mer analizado no se
encuentra en la tabla hash correspondiente se almacena el identificador de dicho k-
mer y su posicion. En cambio, si el k-mer analizado si es encontrado en la tabla hash,
una referencia de este k-mer es almacenada en el archivo “RoadMaps”, el fichero
RoadMaps almacena aquellos k-mers que tienen coincidencias con lecturas
anteriores. La tabla hash se almacena temporalmente en memoria mientras el archivo

RoadMaps se guarda permanentemente.

Finalmente, una vez que se han creado la tabla hash y el fichero RoadMaps, se
utilizan para crear el Grafo de Bruijn. En dicho grafo cada k-mer perteneciente a la
tabla hash (no ha sido vista antes) es un nodo del grafo mientras que las conexiones
entre nodos se realizan gracias al fichero RoadMaps.

Velvet usa los Grafos de Bruijn para ensamblar lecturas cortas, Velvet representa
cada k-mer obtenido de las lecturas como un unico nodo en el grafo. Dos nodos se
conectan si tienen un solapamiento de al menos k-1 caracteres. Osea el arco de un
nodo A a un nodo B existe si los Ultimos k-1 caracteres del nodo A son los primeros

k-1 caracteres del nodo B.
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AATGCCGTACGTAGGGTAATATATGACCA

(Sequencing: Solexa, lllumina, etc..)

TGCCGT TAGGGT ATATAT
AATGCT TACGTA ATGACC
T 6€ €6 CGTAGG TAATAT
GTACGT GTACTA
AATGCC GGGTAA TGACCA
GTAGGG TATGAC
CTATAT
GTAA TAAT
TTGC T6.CC GCCG cCcGT CGTA GTAG TAGG
AATG ATGC
TGCT TACT
GTAC
TACG
ATGA TGAC GACC ACCA

Figura 16: Ejemplo de una lectura y su grafo de Bruijn

Fuente: (Mog9207, 2013)

Simplificar Grafo

Compute k-mer
with k=4

=

Crearte Graph for
the set of k-mers

AATA

AGGG

ACTA

ACGT

4 A4 44444000000 0NNNA>>>>>>>>>
T o> 2224 -H00N>H0N—HAH4A-40NnNN>»>
aNnNnr—-—-onNnNnx»>»>»>»—-onNnNnr»—-oo0o0>»o0-HoN - -
N nNnnoro-Hoo-HdanN>»>r»—-oN—H2>-ANr-o>»-A>0>

ATAT

GGGT

CTAT

(x2)
(x2)
(x2)
(x4)
(x2)
(x2)
(x2)
(x2)

(x2)
(x2)

(x2)
(x2)
(x2)

(x3)
(x2)

(x3)
(x3)

TATG

TATA

GGTA

En esta etapa ya disponemos del Grafo de Bruijn totalmente construido en memoria.

Ahora tenemos que proceder a simplificar el grafo. Dicha simplificacion se realiza

fusionando nodos. Para fusionar dos nodos del grafo se considera lo siguiente: Si

tenemos un nodo A que tiene solo una conexion saliente con un nodo B y dicho nodo

B solo tiene una conexion entrante. Podemos simplificar ambos nodos en un solo

nodo que combine la informacion de los nodos anteriores. La figura 17 ilustra este

proceso en base a la figura 16.
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TATG

GTAATA ATAT
TATA
T"TG.€ TGCCGTA GTAGGGTA
AATG ATGC
TACTAT
TGCT GTAC
TACGT

ATGACCA

Figura 17: Simplificacion del grafo de De Bruijn

Fuente: (Mog9207, 2013)

Eliminar errores

En esta tercera etapa ya disponemos de un Grafo de Bruijn simplificado.

Los errroes en el grafo pueden ser causados por los procesos de secuenciacion, o
simplemente pueden deberse a que la muestra bioldgica tiene errores. Velvet
reconoce tres tipos de errores: Tips, bublles y conexiones erréneas

Eliminacion de nodos Punta-Tips

Uno de los errores mas comunes que podemos encontrar en un Grafo de Bruijn es
encontrar caminos, sin salida dentro del grafo principal, y separados bastante de la
ruta 6ptima principal. La eliminacion de estas ramas no supone ningln problema ya
que al no afectar a la ruta principal no se cambia la conectividad global del grafo. De
todas formas hay que tener cuidado al eliminar estos caminos ya que puede darse el

caso de que encontremaos estos caminos y no estén producidos por errores.

Un nodo se considera punta y debe ser borrado si se desconecta de uno de sus

extremos, si la longitud es menos de 2k y el si su multiplicidad es baja.

Una vez eliminados estos nodos punta, el grafo se somete nuevamente al proceso de

simplificacion.
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TATG

GTAATA ATAT
; TATA
it EPS
@ TGCCGTA GTAGGGTA
AATG ATGC ;

TAECTAT

GTAC
TACGT

ATGACCA

Figura 18: Eliminacién de nodos punta

Fuente: (Mog9207, 2013)

Eliminar error de Burbuja

Este error se genera cuando dos caminos comienzan y terminan en los mismos
nodos. Para solucionar este tipo de errores se utiliza el algoritmo “Tour Bus” el cual
realiza una busqueda en amplitud que detecta el mejor camino a seguir y determina

cuales deben ser borrados. Un ejemplo de esto se muestra en la figura 19.

GTAETAT
CGTA TAT 6 GCT ‘:> CGTAGTATGGCT

GTAGTAT

Figura 19: Eliminacion de error de burbuja

Fuente: (Mog9207, 2013)
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Siguiendo el ejemplo de la figura 18 tenemos la figura 20 que muestra la deteccién del

error de burbuja:

TATG

GTAATA ATAT
TATA

AATG ATGCCGTA GTAGGGTA
_This node is

generating a
ETAC Bubble

ATGACCA TACGT

Figura 20: Eliminacion de error de burbuja

Fuente: (Mog9207, 2013)

Eliminar conexiones erréneas
Estas conexiones son las que no generan rutas correctas o no crean ninguna
estructura reconocible dentro del grafo. Velvet borra estos errores después de que

finalice el algoritmo de Tour Bus. La aplicaciéon de una cobertura debe ser definida

por el usuario.
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1.9. Metavelvet

Metavelvet es una extensién de Velvet, pero a diferencia de Velvet, esta pensado

para trabajar con el ensamblaje de varios genomas.

Lo procesos de Metavelvet se representan en la figura 21:

METAVELVET

ENTRADAS:
Archivos .fastq de secuencias
mixtas de multiples especies
Funciones ¢
de Velvet

Construir el grafo de Brujin empleando las funciones
de Velvet a partir de las lecturas de secuencias de
multiples especies

v
Calcular Histograma Detectar los picos de la
distribucién de la cobertura de cada nodo

.

Clasificar Subgrafos

v

Etiquetar los nodos con los diferentes valores de
cobertura, los que tengas valores altos como ON

I

Funciones Etiquetar los otros nodos como OFF
de MetaVelvet i

Encontrar los “nodos quimera” y separarlos de manera
que solo tenga una arista de entrada y una de salida

v

Descomponer el grafo en Subgrafos conectados

|

Cada subgrafo debe estar compuesto por los nodos
etiguetados con OFF que tienen un x% de cobertura

A 4

Para los Subgrafos etiquetados con “ON” aplicar las
funciones “Pebble” y “RockBand”

Funciones i
de Velvet

Armar cada subgrafo individual

FIN

Figura 21: Fases de Metavelvet

Fuente: Elaboracion propia basado en (Toshiaki N, 2012)
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La figura 21 muestra los principales procesos que lleva a cabo Metavelvet, las cuales
se describen a continuacion (Toshiaki N, 2012).

Construir grafo de De Bruijn
Se construye un grafo de Bruijn a partir de un conjunto de lecturas de varios genomas

usando la funcién de Velvet

Calcular Histograma
Se calcula el histograma de frecuencias k-mer y detecta mdiltiples picos en el
histograma, cada uno de los cuales se corresponderia con el genoma de una de las

especies de la comunidad microbiana.

Clasificar subgrafos
MetaVelvet hace una distincion de los subgrafos compuestos por nodos que

pertenecen a distintos genomas

Armar SubGrafo
MetaVelvet utiliza Velvet para armar cada subgrafo individual identificado en el paso

anterior.
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CAPITULO 2
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2. Simulacién de datos metagenémicos

En este capitulo se abordara lo desarrollado en el proyecto lo cual comprende:

e Seleccion de las especies para las simulaciones.

e El analisis y modificaciones de Velvet.

e El andlisis topolégico de los grafos de De Bruijn generados

2.1. Seleccion de especies para las simulaciones

Las especies que se seleccionaron para la simulacibn son especies que se

encuentren en el suelo, las mismas tienen una estrecha relacion filogenética

(parentesco entre especies).

A continuacion la lista de las especies que utilizaremos.

Cuadro 2: Especies y sus porcentajes utilizadas para las simulaciones

Geﬁ:;as Nro Genomas Abundancia | Cantidad
5 1 NC_000964.3| Bacillus subtilis 500000
2 NC_007492.2| Pseudomonas fluorescens 500000

1 NC_000964.3| Bacillus subtilis .25 500000

3 2 NC_007492.2| Pseudomonas fluorescens .25 500000
3 NC_013446.2| Comamonas testosteroni 5 500000

1 NC_000964.3| Bacillus subtilis .16 500000

2 NC_007492.2| Pseudomonas fluorescens .16 500000

6 3 NC_013446.2| Comamonas testosteroni .16 500000
4 NC_003997.3| Bacillus anthracis .16 500000

5 NC_010002.1]| Delftia acidovorans .16 500000

6 NC_002516.2| Pseudomonas aeruginosa .20 500000

1 NC_000964.3| Bacillus subtilis .08 500000

2 NC_007492.2| Pseudomonas fluorescens .08 500000

3 NC_013446.2| Comamonas testosteroni .08 500000

1 4 NC_003997.3| Bacillus anthracis .08 500000
5 NC_010002.1]| Delftia acidovorans .08 500000

6 NC_002516.2| Pseudomonas aeruginosa .08 500000

7 NC_012560.1| Azotobacter vinelandii .08 500000

8 NC_004722.1| Bacillus cereus .08 500000
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9 NC_005957.1] Bacillus thuringiensis .08 500000
10 NC_013716.1] Citrobacter rodentium .08 500000
11 NC_004578.1| Pseudomonas syringae 10 500000
12 NC_002947.3| Pseudomonas putida .10 500000

Fuente: Elaboracién propia

Todas estas especies han sido tomadas de la pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

en donde debemos descargar los archivos .fasta de cada genoma y los almacenamos

en una carpeta, quedando de la siguiente manera.

|Z| Azotobacter vinelandiifasta Archivo FASTA
|Z| Bacillus anthracis.fasta Archivo FASTA
|Z| Bacillus cereus.fasta Archivo FASTA
|Z| Bacillus thuringiensis.fasta Archivo FASTA
|Z| Bsubtilis.fasta Archivo FASTA
|Z| camamona Delftia acidovorans.fasta Archivo FASTA
|Z| Citrobacter redentiurmn.fasta Archivo FASTA
|Z| Ctestosteroni.fasta Archivo FASTA
|Z| Pfluorescens.fasta Archivo FASTA
|Z| Pseudomonas aeruginosa.fasta Archivo FASTA
|Z| Pseudomonas putida.fasta Archivo FASTA
|Z| Pseudomenas syringae.fasta Archivo FASTA

Figura 22: Archivos fasta de los 12 genomas

Fuente: Elaboracion propia

5315 KB
5178 KB
5361 KB
5189 KB
4176 KB
6,704 KB
5.297 KB
5323 KB
6.378 KB
6.206 KB
6.124 KB
6.337 KB

Para trabajar con estos archivos vamos a utilizar la herramienta Gensim, y la

utilizamos para que nos proporcione un set de datos de 500000 lecturas pareadas de

100 nucleétidos cada una a partir de una mezcla de n genomas, los cuales ocupan un

porcentaje denominado abundance en la mezcla, se utiliza un archivo denominado

abundance.txt el cual especifica la abundancia de cada genoma.

Ejecucion de Gensim para 2 genomas

Para utilizar Gensim necesitamos crear un archivo en el que se especifique el

porcentaje de abundancia que tendra cada especie en la mezcla, Esto lo hacemos en

el archivo abundance.txt el cual podemos observar a continuacion.
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Mj abundancel.txt: Bloc de n... L

|Archivn Edicion Formato W

Bsubtilis.fasta .5
pfluorescens.fasta |. 5

Figura 23: Archivo abundance2.txt para 2 genomas.

Fuente: Elaboracion propia tomado del archivo abundance.txt creado

Este nos especifica que cada especie tendra un porcentaje de 0.5 en la mezcla.
El comando que ejecutamos en Gensim es el siguiente:

gensim$ time ./GemReads.py -R . -a abundance2.txt -n 1000000 -l 100 -p -m
models/illL00v5_p.gzip -g 64 -u 400 -s 100 -0 meta2genome

Este comando nos indica que se utilizara el archivo abundance2.txt para la mezcla 'y
se haran 1°000000 lecturas(500 mil por cada genoma) con 100 nucleétidos cada una.

ffojeda@debianffojeda:~/Downloads/gensim$ time ./GemReads.py -R . -a abundance2.txt -n 10800868 -1 1806
-0 metaZgenome

Bsubtilis

Bsubtilis

Pfluorescens R

Pfluorescens

real 59m4.913s
user 58m21.4599s
sys Om22.965s
ffojeda@debianffojeda:~/Downloads/gensim$ [J

Figura 24: Ejecucion de Gensim-para 2 genomas.

Fuente: Elaboracion propia tomado del archivo abundance.txt creado

Al ejecutar el comando anterior se generan los ficheros FASTQ (FIRST and
SECOND) que se utilizardn como datos de entrada para el Velveth.

meta2genome_fir.fastq y meta2genome_sec.fastq
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Se realiz6 todo esto tanto para 3, 6 y 12 genomas, los tiempos de ejecucién los

resumimos en el siguiente cuadro:

Cuadro 3: Tiempo de ejecucion de Gensim

Nro Genomas | Lecturas Tiempo
2 1000000 | 59 min 4.9 seg
3 1500000 | 87 min 9,7 seg
6 3000000 | 166 min 36 seg
12 6000000 | 339 min 40 seg

Fuente: Elaboracién propia, datos obtenidos

Cada uno de los conjuntos de datos generados anteriormente han sido almacenados

para ser posteriormente utilizados por el ensamblador.

2.2. Ejecucion del ensamblador

El ensamblador Velvet esta dividido dos funciones principales que son.

Velvetg, las mismas que se ejecutan una a continuacion de otra.

Velveth

Velvetg
(VelvetLite)

Figura 25: Funciones principales de Velvet

Fuente: Elaboracion propia.

2.2.1. Ejecucion de Velveth

Velveth y

Para la ejecucion de Velveth emplearemos los archivos fastq generados

anteriormente, siguiendo el siguiente esquema:
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Proceso: Salidas:
Entradas: ' Archivo Sequences y

Archivos .fastq (I:E(J)?s;r?c;)(? et RoadMaps

A

Figura 26: Ejecucion de Velveth

Fuente: Elaboracion propia

En el cddigo del ensamblador Velvet encontramos una funcién principal

denominada run.c que ejecuta los procesos de Velveth.
Entradas:

Para ejecutar la funcion run.c necesitamos tener los archivos .fastq que se genero

anteriormente con la utilizacién del Gensim.

Los archivos .fastq utilizados son los siguientes:

Cuadro 4: Archivos fastq generados con Gensim

Archivos NUmero de Genomas

meta2genome_fir.fastq 2 genomas

meta2genome_sec.fastq

meta3genome_fir.fastq 3 genomas

meta3genome_sec.fastq

metabgenome _fir.fastq 6 genomas

meta6genome_sec.fastq

metal2genome_fir.fastq 12 genomas

metal2genome_sec.fastq

Fuente: Elaboracién propia

Comando:

>velveth output221/ 21 -fastq -short data/meta2genome_fir.fastq

data/meta2genome_sec.fastq
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La sintaxis de este comando estd detallada en el manual que viene con el

ensamblador.

"output221/* Es la carpeta donde se guardara le resultado

"21" Valor de k

"-fastq" Formato en que estén los archivos de las lecturas

"data/meta2genome_fir.fastq data/meta2genome_sec.fastq " Directorio donde se

leen las lecturas de los genomas.

Se ejecuta este comando con los valores de k de 21, 23, 25,27, 29 y 31 para

cada conjunto de genomas.

Proceso:

Velveth es el encargado de ayudar a formar la estructura de datos que se va a
utilizar para ensamblar todo el conjunto de los genomas. Con Velveth se leen los
datos simulados de secuenciacion metagenomica(.fastq) y se genera algunos
archivos de salida.

Salidas
El resultado de la ejecucion de Velveth son dos archivos:
Sequences

RoadMaps

Este proceso (ejecutar Velveth) lo realizamos tanto para 2, 3, 6 y 12 genomas y
los diferentes valores de k (21. 23. 25. 27. 29 y 31),, obteniendo con esto los
archivos Sequences y Roadmaps los mismos que se almacenar en carpetas

diferentes segun sea el nUmero de genomas usados y el valor de k utilizado.

Con esto en la carpeta llamada output221(2-Numero de genomas, 21 Valor de k)

se guardan los archivos resultantes de la ejecucion de Velveth.
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siguientes carpetas:

output2dl output32l outputbdl outputl 22l
output??3 output323 outputbl3 outputl 223
output?25 output325 outputb25 outputl 225
output227 output327 outputb2y outputl 227
output2Z9 output329 outputol9 outputl 229
output23l output331 output31 outputl231

Luego de ejecutar para cada conjunto de grupos y valores de k tenemos las

Figura 27: Carpetas creadas para almacenar archivos generados por Velveth

Fuente: Elaboracion propia

Hasta ahora se han creado estas 24 carpetas y en cada una de estas esta creado
el archivo Sequences y RoadMaps correspondiente.

En vista de que el conjunto de datos actual comprende lecturas de dos genomas
diferentes, en el archivo de Sequences, cada secuencia que corresponde a cada

genoma esté etiquetada con un NC diferentes:
NC _000964.3 para las lecturas de un genomay

NC_0007492.2 para la lecturas del otro genoma como se muestra en la siguiente
imagen del archivo Sequences generado
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& Graph2 bt [=] Sequences E3

»>rl from gi|255767013|ref|NC_000964.3] 1 O
TTTCCGTTAGCCGTCGETTTATITATATTCATGTTGTGCATTATTATTTCTTGCTTATTC
TTGCTTCATGTAGAACCTCATATCCCGCTGTTTITARGTG

»>r2 from gi|255767013|ref|NC_000964.3] 2 0
TCCACGAGATGCCCGCTGTCTTTCAGTITITGGATIGTITIGICIGIGAATCTIGCCCTCS
ACTCTGAGACCTTCGTATTCCTCTCCCCACGETCTGCCCE

>r3 from gi|255961261|ref|NC_007492.2] 3 O
TGGATCTGITGCCGETGTGCATCCGTGGCGAGCGCCAGTTGTGECCGAGCCOGTTTTCCC
TGGCCCCGETGCICGAGCGTCGCGETGAAGCCGTGTGTST

»r4 from gi|255361261|ref|NC_007492.2] 4 O
CGGCTGATCAATARGACGTAGTCCATGTTCCGCTACCGCARCATTTGAAGATTCATGTTG
TGCAAATACAACATTTCACTTCGAGARACCCGCCGTGRAG

»>r5 from gi|255961261|ref|NC_007492.2] 5 O
CAGGTGCTEGCAGCGCCEAGCGACAACCAGGACTTCGCECCGCAAGTCAGTTCGGOCARSG
GATGCGCAGGCEACGEETAAGGATETCGCGECECAGEECE

Figura 28: Archivo Sequences generado

Fuente: Elaboracion propia basado en archivo generado

Esto se da tanto cuando trabajamos con 2, 3, 6 y 12 genomas, cada lectura de

genoma esta etiquetada con el NC y un numero.

2.2.2. Analisis de Velvetg

El ensamblador Velvet ha probado ser uno de los mejores ensambladores al

momento de trabajar con lecturas cortas individuales de genomas, pero lo que se

tiene en este proyecto es un conjunto de lecturas cortas metagenémicas, es decir

las lecturas pertenecen a varios genomas.

Por tal razon hemos identificado vy

suprimido las funciones en las que Velvet elimina los nodos que los detecta como

errores ya que estos no necesariamente son errores porque pueden ser nodos

gue pertenecen a otro genoma. Esto ha dado origen a una nueva versiéon de

Velvet que la hemos denominado VelvetLite.

Las funciones que se han suprimido son las siguientes:

Funcién "clipTipsHard(Graph, IConserveLong)". Esta Funcion de Velvet

elimina los nodos punta del grafo de Bruijin.

Funcion " tourBus(startingNode)" Esta Funcion elimina las burbujas del

grafo.
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Dichas funciones han sido suprimidas al momento que se manipula el Graph y el
LastGrpah. A continuacion se presenta como quedaria el diagrama de flujo de

VelvetLite
ENTRADAS: secuencias de lecturas de una especie
Archivos .fastq

i Eliminar burbujas

Generar ficheros y Grafo de Brujin tourBus(startingNode)

Ficheros Sequences y RoadMaps y tabla hash y un grafo en memoria ¢
v Eliminar nodos punta
se simplifica el Grafo clipTipsHard(Graph, IConserveLong)

correctGraph(PreGraph, secunceLength)

v

Eliminar errores

-

Se genera el PreGraph
exportGraph(graphFilename, graph, sequences->tSequences)

v

Se simplifica el PreGraph

i

Se genera el LastGraph
exportGraph(graphFilename, graph, sequences->tSequences)

Se simplifica el LastGraph
correctGraph(PreGraph, secuncelLength)

I

Se guarda un LastGrph simplificado

FIN

Figura 29: Principales procesos de VelvetLite

Fuente: Elaboracién propia

57



2.2.3. Ejecucion de Velvetg-VelvetLite

Con los cambios realizados al archivo run2.c (Velvetg) se ha creado una version

diferente de Velvet a la que denominaremos VelvetLite. VelvetLite nos permitira

generar un grafo con todos los nodos, sin la eliminacion de estos.

Para la ejecucion de Velveth se realizan los siguientes pasos:

Entradas:
Archivo Sequences y
RoadMaps

A

Proceso:
Ejecucién
comando

de

Salidas:

PreGraph

Graph

LastGraph

Figura 30: Ejecucion de Velvetg.

Fuente: Elaboracion Propia

Entradas:
- Sequences

- RoadMaps

Comando:

> ./velvetg / output221 -read_trkg yes

La sintaxis de este comando estd4 detallada en el manual que viene con el

ensamblador.

"output221/* Es la carpeta donde se guardard el resultado

"21" Valor de k

Se ejecuta este comando con los valores de k de 21, 23, 25,27, 29 y 31 para

cada conjunto de genomas.
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Proceso: Velvetg genera el archivo Prergraph, y lo simplifica utilizando las

funciones de Velvet, dando como resultado un grafo simplifica denominado Graph.

Luego de crear el archivo Graph, suprimimos en el codigo las funciones que
eliminan los nodos que no tienen salida(clipTipsHard(Graph, IConservelLong)) o
los nodos burbuja (tourBus(startingNode). Esto nos permitird conservar todos los

nodos generados para la construccion del archivo LastGraph.

Salidas:
- PreGraph
- Graph

- LastGraph

Una vez ejecutado velvetg cada carpeta de las salidas esta conformada por los
siguientes archivos:

Log

—

| | LastGraph
|| stats.tbodt
[Z| contigs.fa
|| Graph2.txt
|| PreGraph
| | Roadmaps

| | Sequences.tdt

Figura 31: Contenido de la carpeta output luego de ejecutar VelvetLite.

Fuente: Elaboracién propia en base a los datos obtenidos

Ahora tenemos el archivo Graph con la informacion de todos los nodos

generados, este archivo nos sirve para de él extraer los datos necesarios para
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hacer el andlisis topolégico del grafo de Bruijn. Una vez extraidos estos datos
podemos responder preguntas tales como:

Numero de nodos generados._ Es el nimero total de nodos que contiene el grafo.

NUmero de nodos Puros._ Son aquellos nodos formados por lecturas de un solo

genoma.

Numero de nodos Impuros._ Son aquellos nodos formados por lecturas de 2 o

mas genomas.

Numero de nodos Quimera._ Son aquellos cuyo grado de salida es mayor de 2.
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CAPITULO 3
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3. Analisis de grafo de De Bruijn

Para analizar la gran cantidad de datos generados por Velvet se extrae la informacién de
los archivos generados hasta el momento. Los datos serdn guardados en una base de
datos para que una vez alli tengamos la posibilidad de hacer su analisis a través de

consultas a dicha base de datos

3.1. Extraccién de lainformacidn del grafo de De Bruijn

Para realizar lo descrito se analiza la estructura de los archivos generados. Utilizaremos
el archivo Graph que almacena el id de los nodos y de las secuencias que los conforman
asi como también el numero de secuencias por las que esta formado cada nodo. Los
datos obtenidos seran enlazados con la informacioén del archivo Sequences, ya que en
este archivo encontramos el id de las secuencias y la informacién del genoma la que

pertenece cada secuencia.
Del archivo Graph se obtienen los datos:

e |d del Nodo
e Numero de secuencias de cada nodo

e Id de las secuencias que conforman un nodo

NE -410697 3
2386037 15 0
2645791 0 51 d del Nodo
2978287 (Q 35 r .
T < e
1270580 ( 13
1907802 0 35 d de las secuancias que
2152994 26 conforman un nodo
NE. -410590{6 J

0 0

2 0

9 0

0 58

7 0

0 3
-410574 1
1223454 0 67

Figura 32: Archivo Graph creado por VelvetLite

Fuente: Elaboracion propia en base a los datos generados
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Del archivo de secuencias se obtiene:

e |d de la secuencia

Las secuencias son de tamafo 100

>rl_from gi|590001402|ref|NC_013446.21 CL) 0
TCCGEGCARAGCATTGARAGATGCTCTGAACTGACACCCAGT TTTAGTGGGTCCTTAGCT

CAGTTGGETAGRAGCGGCTCCTTTACACEEE L =CE e

i - Codigo del Genoma
>r2 from gi|590001402 | re€NC 013446.20p 2 0
CAGTTGRAAGTGETGEECTATGTAGECC TEECAGGCCCACAGTGCTGGCGCTE

GTCTGCACGGTCATTCCTGAACGTAGATGCCTGARRAGETC

>r3 from gi|255961261|ref|NC 007482.2] 3 0
CCCTGGAAGATCGCATCAGCGTGCTCGRAAGCGTTCGCCGCTGCGUTGARRARACCATGCTG
ACGAACTGGCCCGCACCATCGGTGAGGARACCGGCARACT

>r4 from gi|255767013|ref|NC 000964.3| 4 0

d de la Secuencia

Figura 33: Archivo Sequences creado con Velveth

Fuente: Elaboracion propia en base a los datos generados

El archivo Graph es procesado utilizando un script en python, el cual realiza el siguiente

proceso:

e Busca en el archivo Graph la cadena NR.

e En la linea que encuentra NR toma como datos el id del nodo y el nUmero de
lecturas que conforman ese nodo

e Con esto genera un archivo en el que cada lectura se identifiqgue con el id del
nodo correspondiente

e Guarda los datos de IdNodo y IdSecuencia en el archivo GraphLecturas y pasa
a la siguiente linea donde encuentre NR. 2661

La figura 34 muestra un diagrama de flujo del proceso descrito anteriormente:
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<Extraer datos de GrapD

Leer Archivo Graph

v

4< Desde linea 1, hasta linea final; linea++

Si cadena = NR

Guardar en archivo
GraphLecturas los datos:
Id_Nodoy id_Lectura

A 4
FIN

Figura 34: Extraccién de datos del archivo Graph

Fuente: Elaboracion propia.

Entonces el archivo de salida GraphLecturas queda estructurado como se muestra en la

figura 35:

TTPES12522k 0:45 id del Nodo
-:-,- 4 1d de Secuencia
~331441;1966520;28:()
~331345;1957956;0; 66
~329027;1898375;0; 68
~328983;1953138;0;36
~328881;1909834;0;23
~326179;1893255;0;16

Figura 35: Estructura del archivo GraphLecturas

Fuente: Elaboracion propia en base a los datos generados

También necesitamos extraen el id de la secuencia y el cédigo del genoma para esto
utilizamos el archivo de secuencias lo procesamos con el script en python el cual realiza

lo siguiente:
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e Buscar el simbolo > que es como se denota el inicio de una secuencia
e Extraer el cédigo del genoma (NC_007493.2) y el nimero que se encuentra a

continuacion que vendria a ser el id de la secuencia

La figura 36 muestra el diagrama de flujo del proceso anterior.

Gxtraer datos de Sequence9

Leer Archivo Sequences

v

»< Desde linea 1, hasta linea final; linea++

Si cadena = “>”

Guardar en archivo
GraphSecuencias los datos:
Id_Secuencia y codigo_Genoma

hl

v
( FIN )
Figura 36: Extraccion de datos del archivo Sequences

Fuente: Elaboracion propia en base a los datos generados

Dando como resultado el archivo GraphSecuencias que queda de la siguiente manera:

1;NC_000964.3
E)m: 007492.2 d de Secuencia

C _000964.3 Codigo del Genoma
;4;NC_007492.
:5;NC_000964.
;E:NC_007492.
;7;NC_007492.
:8:NC_000964.
;9;:NC 007492.

[T SR SR TR X

Figura 37: Estructura del archivo GraphSecuencias

Fuente: Elaboracion propia en base a los datos generados
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Con estos 2 archivos GraphSecuencias y GraphlLecturas los cuales contienen la
informacion de los nodos generados, utilizamos la herramienta “TALEND OPEN STUDIO
for Big Data”, la cual nos servira para manipularlos de una mejor manera estos archivos y

extraer la informacion para posteriormente almacenarla en una base de datos.
Creamos los siguientes job:

e Formatear Archivos
e Generar Lecturas
e Generar Secuences

e Generar Resultado

A continuacion la descripcion de cada job

Job Formatear Archivos

La figura 38 muestra el job Formatear Archivos, en este Job se procesan los archivos
Graph y Sequences

{2 Talend Open Studio for Big Data (5.5.1.r118616) | Velvet (Conexion: Local) M.
Archivo Editar View Ventana Ayuda

2@ ROy AFia (B 100% « [ rLeen Qo G U

{1} Reposttono &3 " |4 Talend Open Studio d Job GenerarLecturas <5 Job Formateacirg
LOCAL: Velvet v

-t -]

o Job Designs

i FormatearArchvos -

- GenesrPrinipal —

1@ Cenerarlecturas m .
OndubpobOk

a -
ia GenerarResultado S—a—n

.n tSystem_1 tSystem_2
+@ GenerarSequences

@0 NecGenerarLecturas

I3 Contexts

Figura 38: Job procesar Graph y Sequences

Fuente: Elaboracion propia captura de pantalla de procesos

Entradas
Archivo Graph

Archvo Sequences
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Proceso

A Graph y Sequences se los procesa con los scripts de python

Salidas
Un archivo GraphLecturas

Un Archivo GraphSecuencias

Job Generar Lecturas

La figura 39 muestra el job Generar lecturas:

£ Talend Open Studio for g Data (5.5.1.r118616] | Velvet (Canexion: Lo
Archivo Editar View Ventana Ayuda

B RS [0y Mi2Pla [@)100% - [N Lo Qg ask T Unorade! & Eachange
{i) Repositono &3 = 5|4 Talend Open Studio ecturas &% Job FormatearArchivos £ Job GenerarSequences
LOCAL: Velvet ¥
, as|l¢m = =
o Job Designs e
4@ FormetearArchivos .,:' { y _a
£ GenearPrincipel OnSubjobOk t'a__é rowl (Main _[‘x: SShaslecurs [Vis]
* Citecat ehinns tMongoDBConnecton_ 1 tFilelnputDelimited 1 tMap_ 1 tMongoDEQutput_1i
,“ﬁ GenerarResultsdo
f‘ GenerarSequences
&;0 NecGenerarLecturas
£3 Contexts
Codigo
J SQL Templates
‘;<) Recycle bin
|| Designer Code
£ Trabajo(lob Generarlecturas) 7 Contexts{lob GenerarLecturas } | . Component 2 . [ Run (Trabajo GenerarLecturas) ’ Oozie «

e 8 Gws| 70|
@ u || Properties not available.

tFilelnputDelimited 1
tMap_1

Figura 39: Job generar lecturas

Fuente: Elaboracion propia en base a los datos generados

Entradas

Archivo GraphLecturas
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Proceso

Se mapean los datos del archivo de entrada y se almacenan en la base de datos

MongoDB creando la Tabla(Collection) Lectura que tiene el siguiente esquema:

Cuadro 5: Estructura de la tabla Lectura almacenada en la base de datos

ID_NODO | ID:LECTURA

Fuente: Elaboracion propia

Salida

Tabla Lectura almacenada en MongoDB

Job GenerarSecuences

£ Talend Open Srudio for Big Data (535.Lr1 11616 | Velvet (Conesiér: Loc=l) (NN ——

Archive  Editar  View Ventana Syuds

YR B0~ imi [ APFA [ wox ~ [ e G sk T Unorade! & Eachange
fi1 “Repesitenio 52 =B |4 Talend Open Studia o *hob GenerasLectisras ‘o Job Formatearfichives £ Job GenerarSequences I3 o ) "lob Generarflesultade
LOCAL: Welvet - ) ' o ' ) o ' S ) S

2G| @
5 Job Designs
{4 Foomatearfrchivos — =
i GenearPrimcipal P n=n
4 Generarlecturas l‘l TnGubjobOk I—%* T .:—&é-‘l | crer=Tax ThA __la
) Oenersifesultado tMangallatannection_1 : tFileinpiADelimited 1 Map 1 tMongaDBDusput 1

£ GenerarSequences
g NeoGenerarlecturas
[ Contexts
Codigo
] S0L Templates
(& Recycle bin

Figura 40: Job Generar Secuencias

Fuente: Elaboracién propia en base a los datos generados

Entradas

Archivo Graph2Secuencias
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Proceso

Se mapean los datos del archivo de entrada y se almacenan en la MongoDB creando la

Tabla(Collection) Secuencias que tiene el siguiente esquema:

Cuadro 6: Estructura de la tabla Secuencias almacenada en la base de datos

ID_LECTURA

CODIGO_GENOMA

Fuente: Elaboracion propia

Salidas

Tabla Secuencias almacenada en MongoDB

Entradas

Tabla Lectura

Job Generar Resultado

ID_NODO | ID:LECTURA

Tabla Secuencias

ID_LECTURA

CODIGO_GENOMA
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Proceso

Por cada Lectura de la tabla Lectura ird a buscar en la tabla Secuencias el cédigo del

genoma al que pertenece dicha lectura.

Salida

Se obtendrd la tabla Resultado que tendra el siguiente esquema:

Cuadro 7: Estructura de la tabla Resultados almacenada en la base de datos

ID_NODO | ID_LECTURA | CODIGO_GENOMA

Fuente: Elaboracién propia

La informacion de la tabla Resultados se describe a continuacion:

Campos Descripcidn

Id:Nodo Numero del nodo, nos sirve para identificar un nodo en
especifico.

Id_lectura Es el id de una de las lecturas por las que esta conformado un
nodo.

Codigo_Genoma | Es la etiqueta que muestra a que genoma pertenece una
lectura en especifico.

Una vez se tiene lista la tabla Resultados, se procede a ejecutar en la base de datos la

siguiente operacion la que nos permitird agrupar los datos de la tabla Resultado.
db.Log.aggregate([

{$group:{ _id : {ID_NODO:"$ID_NODOQO",
CODIGO_GENOMA:"$CODIGO_GENOMA"}, count: {$sum:1}}},
{$out:'nodos_agrupados'}], { allowDiskUse : true}).objsLeftinBatch();
Ejecutamos también la siguiente orden para agrupar nuevamente:

db.nodos_agrupados.aggregate([
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{$group:{ _id : '$_id.ID_NODO', total: {$sum:1}}}, {$out:'nodos_clasificados'}])

Realizar esta agrupacion nos permite tener un acceso mas rapido a la base de datos para
realizar las consultas

3.2. Visualizacion de los grafos generados

Cytoscape nos permite crear grafos de muchas maneras, en este caso como ya
tenemos los datos generados (LastGraph), necesitamos crear un script para
transformar el archivo generado por Velvet en un archivo que pueda ser utilizado por
Cytoscape.

Para esto se realizé el siguiente script en lenguaje perl:

[9| buscaSec.pl * | [9] LastGraph.pl
Hie "perl $0 LastGraph\n" if ($#ARGV!=0) or (!$ARGV[0]=~/LastGraph/);
#open LastGraph file
open(F,"<$ARGV[O]");
while(<F>) {
if (/™ARC/){
chomp;
@t=split(/\t/);
$tl=abs($t[1]);
$t2=abs($t[2]);
$start=$tl<$t27%tl:$t2;
$end=$t1>$t275t1:$t2;
$h{$tl}->{$t2}=$1[3];
$hn{$tl}++;
}
}
close F;
open(0,"=LastGraph2.sif") ;
foreach $x(sort keys %h){
#next if $hn{$x}=3;
foreach $y(sort keys S{$h{$x}}){
#next if $hn{$yl}=3;
print 0 "$x pp $y\n";
}

Figura 41: Script en perl transforma archivo Graph a .sif.

Fuente: Elaboracion propia.

Este script nos permite utilizar el archivo LastGraph generado por Velvetg y lo

transforma a un archivo .sif que es el formato en que trabaja Cytoscape.
Para la utilizacién este script ejecutamos en la consola lo siguiente:

perl LastGraph.pl LastGraph
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En donde LastGraph.pl es el archivo programado en perl y LastGraph es el archivo de

Velvetg

Esto transformara el archivo LastGraph en un archivo .sif el cual quedaria de la

siguiente manera:

f

' || LastGraph.sif

L pp
1 pp

16 pp 13

PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR

L0 T T T i TR S Ol OVt S 0 W O T U I S T S

16
12

14
15
5
7
14
7
11
15
16
5
11
13
16
9
106
9
12

Figura 42: Archivo .sif generado con script en perl

Fuente: Elaboracion propia.

Ahora para poder visualizar los datos generados realizamos lo siguiente:

Ejecutamos el Cytoscape

Nos vamos a File e importamos el Archivo LastGraph.sif
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Cytoscape nos permite visualizar los datos de la siguiente manera:

=] LastGraph BE&E
[0
- __ rFany
_ AN 1
.."-3-\\ / \' 4 r—"-___‘\ /
| I — - -
L (a2 IL“‘“*H-HT'_“Vz’/”,‘\
. s g Y
= -~ A |]' 16 )_____ﬁ s\"
&) () o = \
et [/l.! J
.
.
I\_” J { 12 |
o '\_ -
/ (10
_
\/ \, -,
La ) 1
b 4 L

Figura 43: Archivo LastGraph visualizado con Cytoscape

Fuente: Elaboracion propia.

Haciendo una comparacion entre el archivo LastGraph generado por Velvetg y
nuestro grafo generado con Cytoscape podemos observar que el gréfico ha sido
construido correctamente ya que las conexiones entre los 16 nodos mostrados en el

archivo LastGraph corresponden con la informacién mostrada con el Cytoscape.

LastG h . |
ﬁ astarap EBE | || LastGraph || Graph
’ ,_5‘ ATTGAGTGCTGAAGGCTACAA
/ /\,___\ T TTGAGGTTCATATCTAAACTA
T a r——-—“ =y NODE 15 21 25 25

GCAAGACGAATTAGTGAACCG
CCTTGAGGTGACTCGCCTATA

MODE 16 21 25 25
AATCGAAACGAATCACGCTCA
TAGAATTACCCACCGGCTGTC

ARC 1 -1z 1

o ARC 1 10 17
— ARC 2 -5 22
(o) Y ARC 2 15 1
o \
- S ARC -2 -7 19
b ARC -2 1k 1
[0 ARC 3 -14 1
) /\ _ |ARC 3 7 12
(a7 1) [ARC 4 l-15 1
- = |ARC 4 5 19
ARC -4 11 14
ARC -4 15 1
Data Panel ARC 6 -16 1
ov O ARC 6 -11 19
o V| ARC -6 -13 1
D ARC -6 g 16
ARC 8 -10 17
ARC -8 -9 17
ARC g 12 1
ARC 10 13 1

Figura 44: Comparacion ente grafo creado y archivo LastGraph

Fuente: Elaboracion propia.

El grafico muestra la representacién de de los 16 nodos de este ejemplo, pero los

datos con los que trabajamos van en el orden de decenas de miles de nodos, razén
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por la cual una representacion grafica de los nodos no nos permite comprender

adecuadamente las propiedades del grafo.

Realizamos la visualizacion de los nodos en el Cytoscape y se obtiene lo siguiente:

Graph.1 =

Figura 45: Visualizacion de una parte del grafo trabajando con 2 nodos

Fuente: Elaboracion propia.

Debido a la cantidad de nodos generados, la visualizacién de los grafos en Cytoscape
no nos permite realizar un analisis de los mismos, por tal motivo se utiliza el

almacenamiento de los datos en una base de datos.
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3.3. Extraccién de Propiedades Topoldgicas

Con los datos almacenados en la base de datos podemos realizar consultas tales

como:

Cantidad de nodos: Son todos los generados, para obtenerlos se realiza la

siguiente consulta:

db.nodos_clasificados.count()

Cantidad de Nodos Puros: Son los nodos que estan formados por secuencias de un

solo genoma, para obtenerlos se realiza la siguiente consulta:

db.nodos_clasificados.count({total:1})

Cantidad de Nodos Impuros: Son los nodos que estan formados por secuencias de

2 0 mas genomas, para obtenerlos se realiza la siguiente consulta:

db.nodos_clasificados.count({total:n}) //reemplazar n por nimero de genomas 1, 2 3
4,

Cantidad de Nodos Quimera: Son los hodos cuyo grado de entrada es mayor a 1.
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Para poder hacer las consultas en la base de datos MongoDb utilizamos una

aplicacion para la administracion de este tipo de bases de datos llamada Robomongo,

la misma que tiene el siguiente aspecto:

% Robomongo 0.84 & ' I & ® [E=Jfofl x|

File VWiew Options Help

-k >

b B Velvet320
> [ Velvet33l
4 [ VelvetF1221 5 localhost: 27017 VelvetF1221
4 | Collections (6)
>l System
a Lectura
> 1 Indexes
Log2
Secuencias

" ———
¥ dblectura.f.x .db.nudus_agrupadus‘...‘ ¥ db.Lectura, .. % .db.nodos_agrupadus. x | ¥ =db.lectura.co... x I

db.Lectura.count

[ElE

nodos_agrupades i
nodos_clasificados

> 1. Functions
> Users
> [ VelvetF1223
b B VelvetF1225
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Figura 46: Visualizacién de base de datos a través de Robomongo

Fuente: Elaboracion propia.

En la parte izquierda tenemos las bases de datos creadas a partir de los archivos

generados por Velvet.
En la parte derecha podemos escribir las consultas para la base de datos.

En la parte inferior se visualizan los resultados de las consultas.
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3.4. Datos obtenidos

Con el almacenamiento de los datos de los grafos generados en la base de datos

procedemos a realizar las consultas descritas en el literal anterior y obtenemos los

siguientes resultados:

Total de nodos generados

Los cuadros 7 y 8 muestran la cantidad de nodos generados en cada simulacion,

tanto con la ejecucion de Velvet y VelvetLite respectivamente.

Cuadro 8: Nodos generados con Velvet

N de Valores de k
genomas 21 23 25 27 29 31
2 36417 24526 18333 14603 12695 11223
3 76843 46474 34240 27219 23479 19651
6 496034 306203 214921 | 162643 | 141192 | 107723
12 1606877 | 1158669 | 889375 | 718303 | 643067 | 529776

Fuente: Elaboracion propia en base a las consultas realizadas a la base de datos

Cuadro 9: Nodos Generados con VelvetLite

N de Valores de k
genomas 21 23 25 27 29 31
2 033379| 843281| 765164 | 694036| 628558| 561191
3 1421957 | 1279810| 1160052|1051185| 951492 848853
6 3153401 | 2766296 | 2472819 2220657 |2007972| 1779373
12 6939309 | 6112259 | 5427914 4852316 |4415548| 3916287

Fuente: Elaboracion propia en base a las consultas realizadas a la base de datos
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Nodos puros generados

Los cuadros 9 y 10 muestran la cantidad de nodos puros generados en cada

simulacion, tanto con la ejecucion de Velvet y VelvetLite respectivamente.

Cuadro 10: Nodos puros generados con Velvet

N de Valores de k
genomas 21 23 25 27 31
2 36044 24312 18185 14504 12611 10158
3 72764 44488 33141 26516 22931 19244
6 396803 | 239553| 169002 | 129086| 112877| 86758
12 1059380 | 732309 | 556644 | 448843| 401108 | 328507

Fuente: Elaboracion propia en base a las consultas realizadas a la base de datos

Cuadro 11: Nodos puros generados con VelvetLite

N de Valores de k
jenomas 21 23 25 27 29 31
2 032789| 842881 764882 | 693836 628390| 561061
1417097 | 1277244 | 1158522 | 1050139 848277 950687
6 3023735 | 2676578 | 2409462 | 2174020| 1969568 | 1750867
12 5783902 | 5150681 | 4632118 | 4180291 | 3816224 | 3403973

Fuente: Elaboracion propia en base a las consultas realizadas a la base de datos
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Nodos Impuros Generados

Los cuadros 11 y 12 muestran la cantidad de nodos impuros generados en cada

simulacion, tanto con la ejecucion de Velvet y VelvetLite.

Cuadro 12: Nodos impuros generados con Velvet

N de Valores de k
genomas 21 23 25 27 29 31
2 373 214 146 99 84 1065
3 4079 1986 1099 703 548 407
6 99231| 66650 45919 33557 28315 20965
12 547497 | 426360 | 332731 | 269460| 241959 | 201269

Fuente: Elaboracion propia en base a las consultas realizadas a la base de datos

Cuadro 13: Nodos impuros generados con VelvetLite

N de Valores de k
genomas 21 23 25 27 29 31
2 590 400 282 200 168 130
3 4860 2566 1530 1046 805 576
6 129666 | 89718| 63357| 46637 | 38404| 28506
12 1155407 | 961578 | 795796 |672025| 599324 | 512314

Fuente: Elaboracion propia en base a las consultas realizadas a la base de datos

79



Nodos Quimera Generados

Los cuadros 13 y 14 muestran la cantidad de nodos quimera generados en cada

simulacion, tanto con la ejecucién de Velvet y VelvetLite.

Cuadro 14: Nodos quimera generados con Velvet

N de Valores de k
genomas 21 23 25 27 29 31
2 9311 6265 4670 3735| 3239 5672
3 19635| 11780 8729 6972 6023 5084
6 121501 | 74730| 52765| 40099| 34855| 26551
12 390788 | 281702| 217195| 176294 |157376| 129823

Fuente: Elaboracion propia en base a las consultas realizadas a la base de datos

Cuadro 15: Nodos quimera generados con VelvetLite

N de Valores de k
genomas 21 23 25 27 29 31
2 243681 | 223200| 205225| 188574 | 172924 | 156589
3 368472 | 336609| 309263| 284019| 260223 | 235384
6 800668 | 717040| 652852 | 595846| 546002 | 491583
12 1574667 | 1469333 | 1385661 | 1312641 | 1250746 | 1179417

Fuente: Elaboracion propia en base a las consultas realizadas a la base de datos
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CAPITULO 4
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4. Andlisis de resultados

Luego de haber extraido los datos generados por Velvet y por nuestra version
modificada de Velvet (VelvetLite) procedemos a construir las siguientes graficas que

seran analizadas a continuacion:

TOTAL DE NODOS GENERADOS

Total de nodos generados

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000

600000 i 6 genomas
400000 - 12 genomas
200000
O .

M 2 genomas

M 3 genomas

21 23 25 27 29 31

Figura 47: Cantidad de nodos generados con Velvet

Total de nodos generados
8000000
7000000
6000000 >
5000000 M 2 genomas

4000000 M 3 genomas

3000000 - I k4 6 genomas
2000000

1000000 -
O .

12 genomas

21 23 25 27 29 31

Figura 48: Total de nodos generados con VelvetLite

La cantidad de nodos generados en directamente proporcional al nimero de genomas e

inversamente proporcional al valor de k empleado.
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NODOS PUROS GENERADOS
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Figura 49: Porcentaje de nodos puros generados con Velvet

Podemos observar que a medida que aumenta el nimero de genomas presentes,

disminuye el porcentaje de nodos puros generados. Por lo tanto la cantidad de nodos

puros es inversamente proporcional con el nimero de genomas con el que se trabajen.
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Figura 50: Porcentaje de nodos puros generados con VelvetLite

La figura 50 indica que con el uso de VelvetLite, el mayor porcentaje de nodos puros se

da cuando el numero de genomas es 2, y el menor porcentaje se produce cuando el
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namero de genomas es 3, Tanto para 6 y 12 genomas el porcentaje de nodos puros es
sobre el 80%.

NODOS IMPUROS GENERADOS

Porcentaje de nodos impuros
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Figura 51: Porcentaje de nodos impuros generados con Velvet

La grafica 51 nos muestra que el porcentaje de nodos impuros es directamente
proporcional al numero de genomas, siendo cercanas al 1% cuando se trata de 2
genomas, y llegando al 35% cuando se trata de 12 genomas. Esto ocurre con Velvet.
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0.20000
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Figura 52: Porcentaje de nodos impuros generados con VelvetLite

Al igual que con la utilizacién de Velvet, con el uso de VelvetLite el nimero de nodos

impuros generados es directamente proporcional al nUmero de genomas. Pero su
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porcentaje con respecto al total de nodos es casi nulo con 2 y 3 genomas, siendo a lo

mucho del 16% cuando se trata de 6 y 12 genomas.

NODOS QUIMERA GENERADOS
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Figura 53: Porcentaje de nodos impuros generados con VelvetLite

El porcentaje de nodos quimera es casi el mismo ya sea que se trabajen con 2, 3. 6 6 12

genomas. El porcentaje de nodos quimera con Velvet es del 26%
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Figura 54: Porcentaje de nodos quimera generados con VelvetLite

El porcentaje de nodos quimera generados con VelvetLite es casi el mismo, sin importar

el nimero de genomas. El porcentaje de nodos quimera es de alrededor de 26%.
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Tiempos de ejecucion

La ejecucién del ensamblador se realizé en un servidor del laboratorio de Quimica, el cual

tiene las siguientes caracteristicas:

Procesador: Core i5 3470 3.20GHz
Memoria Ram: 4 GB
Nucleos: 4

Disco Duro: 1 TB + disco externo de 2TB

Sistema Operativo: CentOS Release 6.3 Final Kernel Linux 2.6.32-279.14.1 GNOME
Los tiempos de ejecucién del ensamblador medidos en minutos son los siguientes:

Cuadro 16: Tiempo (minutos) de ejecucion del ensamblador Velvet

Nro Genomas | velvetgh | velvetg
2 6.99 10.02
3 11.91 23.90
6 33.41 59.08
12 493.03 121.19
TOTAL 545.34 214.19

Fuente: Elaboracion propia en base a los tiempos tomados en la ejecucién del ensamblador.

Cuadro 17 Tiempo (minutos) de ejecucion del ensamblador VelvetLite

Nro Genomas | velvetgh velvetg
2 6.99 14.67

3 11.91 25.41

6 33.41 34.19

12 493.03 161.31
TOTAL 545.34 235.58

Fuente: Elaboracidn propia en base a los tiempos tomados en la ejecucion del ensamblador.

Los tiempos son los mismos en el proceso que ejecuta Velveth, pero los tiempos de
ejecucion de Velvetg varian ya que en este realizamos los cambios en el cadigo.

El tiempo de ejecucion del ensamblador con cada conjunto de genomas corresponde a la
suma de todos los tiempos con cada valor de k(21,23,25,27,29,31) que se utilizé.
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CONCLUSIONES

o El estudio de la estructura y propiedades de los De Bruijn Graphs generados a
partir de datos simulados de secuenciacién metagendmica nos permitié extraer la
informacion del grafo resultante y con esta lograr identificar los genomas

individuales presentes.

e El porcentaje de nodos puros (secuencias ensambladas con informacién de un
solo genoma) por el que esta formado el grafo de Bruijn resultante, disminuye, si
hay un mayor nUmero de genomas presentes, pero se mantiene constante para
cualquier valor gque le asignemos a k (tamafio en que se dividen las lecturas
iniciales), por lo que fue necesario trabajar con una cantidad menor de genomas si
se desea obtener un porcentaje mayor de nodos puros y con esto conseguir que

las secuencias hayan sido ensambladas en el orden correcto para cada genoma.

e La extraccion de las propiedades topoldgicas del grafo de Bruijn resultante y su
almacenamiento en una base de datos nos permitio clasificar y cuantificar los
nodos generados; ya que debido a que la cantidad de nodos va en el orden de los
millones, su visualizacion a través de una gréfica no nos permitia apreciar las

propiedades del mismo ni diferenciar a qué genoma pertenecian.

e La construccion de un conjunto de Jobs utilizando la herramienta Talend Open
Studio for Big Data sirvi6 para automatizar todo el proceso de extraccion,
manipulacién y posterior almacenamiento en una base de datos de las

propiedades del grafo de Bruijn resultante.
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RECOMENDACIONES

Para las simulaciones utilizar un equipo de escritorio que cuente con los
siguientes requisitos minimos: un procesador i5; una memoria RAM de por lo
menos 4 GB para la ejecucion del ensamblador y mayor a 6 GB si se desea
visualizar los nodos con aplicaciones como Cytoscape o Gephi; también debe
tener un disco duro de 1TB para el almacenamiento de los datos generados y un

sistema operativo para servidor ya sea Windows o Linux.

Por la gran cantidad de datos que se debe procesar es mejor trabajar con una
base de datos NoSQL como MongoDB, ya que este tipo de base de datos se
centran mas en almacenar y consultar grandes cantidades de datos y resulta mas

rapida que trabajar con bases de datos como mySQL.

Para almacenar la gran cantidad de datos generados se necesitdé un disco de
almacenamiento adicional, por lo cual se podria revisar con mayor detalle los
datos que se guardan en la base de datos y asi analizar de cuales se podria

prescindir.
Familiarizarse con conceptos del area biolégica como genomas, ADN,

Metagendmica, secuenciacion etc., ayudara a tener una mejor comprension de los

procesos estudiados y de los resultados obtenidos.
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INSTALACION DEL ENSAMBLADOR VELVET PARA SU ANALISIS CON NETBEANS

Para conseguir el cédigo del ensamblador Velvet debemos ir a la pagina oficial

https://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/ en la que podemaos encontrar lo siguiente:

e La Ultima version que es la 1.2.10 esta en un archivo .zip

e Manual en pdf

Descargamos el archivo .zip, en el podemos encontrar la documentacién de Velvet, asi

como también el cédigo en c.

Para revisar el codigo se utilizé el IDE Netbean en su version 7.4.

La instalacién de Netbeans consiste en los siguientes pasos:

Instalar el JDK (Java SE Development Kit) desde

http://www.oracle.com/technetwork/java/javase/downloads/jdk8-downloads-2133151.html

Java SE Development Kit 8uS
‘You must accept the Oracle Binary Code License Agreement for Java SE to download this
software.

Thank you for accepting the Oracle Binary Code License Agreement for Java SE; you may now
download this software.

Product | File Description | File Size Download
Linux 86 13358 MB ¥ jdk-Su5-linux-i586.rpm
Linux x86 1525MB  # jdk-8u5-linux-i586.tar.gz
Linux xf4 133.87MB  # jdk-8u5-linux-x64.rppm
Linux x64 151.64 B ¥ jdk-Bu5-linux-x64.tar.gz
Mac 08 X x64 20779WB ¥ jdk-8u5-macosx-x64.dmg
Solaris SPARC 64-bit (SVR4 package) 13568 MB  # jdk-Su5-solaris-sparcvd.tar.Z
Solaris SPARC B4-hit 95.54 MB # jdk-8u5-solaris-sparcv.tar.gz
Solaris x64 (SVR4 package) 135.9 MB # jdk-Sus-solaris-x64.tar.Z
Solaris x54 9319MB ¥ jdk-8u5-solaris-x64.tar.gz
Windows x88 15171 MB  # jdk-8u5-windows i586.exe
Windows x64 155.18 MB ¥ jdk-BuS5.windows-x64.exe
Java SE Development Kit 8u5 Demos and Samples Downloads

Java SE Development Kit 8u5 Demos and Samples Downloads are released under the Oracle
BSD License.

Product | File Description ‘ File Size Download
Linux x86 5266 MB ¥ jdk-8u5-linux-i586-demos.rpm
Linux x86 5265MB  # jdk-Bu5-linux-i586-demos.tar.gz
Linuzx xG64 5272MB  # jdk-8u5-linux-x64-demos.rpm
Linux x54 52.7 MB # jdk-8u5-linux-x64-demos.tar.gz
Mac 08 X 5342 MB ¥ jdk-8u5-macosx-x86_64-demos.zip
w0l exe SPARC B54-bit 1215MB ¥ jdk-Su5-solaris-sparcvd-demos.tar.Z

Escogemos el jdk segln el sistema operativo que utilicemos

e Descargar e instalar el IDE Netbeans 7.4 desde

https://netbeans.org/downloads/7.4/
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https://netbeans.org/downloads/7.4/

Descargar NetBeans IDE 7.4 731 8.0RC | Desarrollo | Archivo

Comeo electénico (opcional): [ ] Igioma
del  [English

v] Plataforma: [Windows ]
Suscribirse & noficias @ ensuaimente [ semanaimente IDE
¥l Contactarme a esta direccién Nota: Las tecnologas en gris no son compatibles con esta plataforma
Tecnologias ~ Java SE Java EE C/C++ PHP All
NetBeans Platform SDK . . .
Java SE . . .
Java FX . . .
Java EE . .
D Java ME .
HTMLS . . .
Java Card™ 3 Connected .
D /ot . .
Groovy .
PHP . .
Senidores incluidos
GlassFish Server Open Source Edition 4.0 L] .
Apache Tomeat 7.0.41 . .
(__Downioad ) (__Download ) (_ Downicad ) (_ Downioad ) (_Downioad )

Libre, 84 MB  Libre, 185 MB  Libre, 59 MB  Libre, 60 MB  Libre, 204 MB

* Pusde agregar o quitar los paguetes usando el e C del on Legal:
IDE (Herramientas | Complementos;

NetBeans Community Distrioutions are available under a

Escogemos el paquete que tiene soporte para C/C++ ya que el cddigo de Velvet esta

escritoen C

Si el sistema operativo con el que trabajaremos es Windows, debemos instalar la
herramienta cygwin desde https://www.cygwin.com/install.html, pero si se usa linux

se trabaja con el GNU.

Esto nos permitira descargar, instalar, y configurar el soporte(compilador, debuger y

make) para C/C++. Entonces tendremos los siguientes componentes instalados:

e g++, el GNU C++ compiler,

e gdb, el GNU debugger, y make

Para los usuarios de Windows al momento de instalar el cygwin seleccionamos cada
paquete que deseamos descargar haciendo click en la etiqueta Skip al lado de cada

paquete. Como minimo, debemos seleccionar los siguientes componentes:

o gcc-core: el compilador C
o gcc-g++: el compilador C++
o gdb: el depurador GNU

o make: la versién GNU de la utilidad 'make’.
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Ahora hay que afadir en el path el directorio donde se instal6 el Cygwin para que
Netbeans encuentre las herramientas. Para esto hacemos nos vamos a propiedades

de equipo y hacemos lo siguiente:

e Clic derechos sobre equipo, vamos a propiedades

e Escogemos configuracion avanzada del sistema.

e Vamos a opciones avanzadas, escogemos variables de entorno.

o En variables del sistema escogemos la variable “Path”.

e Presionamos el boton editar

¢ Afadimos el directorio donde se instal6 el Cygwin, en mi caso C:\cygwin64\bin;

como se muestra en la imagen a continuacion.

(I » ronisecomol[
]| |

Ventana principal del Panel de

Variables de usuario para ffojeda

Variable Valor
control Para realizar la mayoria de estos cambios, inicie sesién como administrador.
TEMP YUSERPROFILE%\AppData\Local \Temp
. Rendimiento
® Admini - —c ™P %USERPROFILE %\AppData\Local \Temp
’, dministrador de dispositivos Eecios viousles! ién del pro o i ay
# Configuracion de Acceso memoria virtual

remoto T

",‘ Proteccién del sistema

5 figuracién avanzada d
sistema i i al inicio de sesion Variables del sistema

— varisble 4 valor
1 Path C:\Program Files (x86)\NVIDIA Corpora... ”

.COM; .EXE; .BAT;.CMD;.VBS; . VBE;.JS;....

(Coeven ) [CEdter:

Inicio y recuperacin ) PROCESSOR_A... AMD64
Inicio del sistema, emores del sistema e informacién de depuracién PROCESSOR_ID... Intel64 Family 6 Model 42 Stepping 7, G... ™
g ———
it i
5
 ——
Varabios de ertomo._
—
3 S e T —— B —
Vea también — ) 6
Centro de actividades Nombre completo de OjedaPortatil VindowsPowerShell\v 1 q-c-kygwn64‘bi1‘>
Windows Update equipo:
Informacién y herramientas de Descripcion del equipo: -m -@
rendimiento Grupo de trabajo: WORKGROUP

Afadir el Path al sistema en Windows 7.

Para verificar que estas herramientas estan instaladas correctamente hacemos lo
siguiente:

Abrir Netbeans
Crear un nuevo proyecto C/C++

Nos debe aparecer una imagen como la siguiente:
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Pasos Project Name and Location

1. Seleccionar proyecto

Project Name: hestCygwin|
2. Project Name and

Project Folder: C:\Users\ffojeda\Documents\NetBeansProjects\testCygwin

Project Makefile Mame: |Makefile

Create Main File | main :C
Build Host: localhast -]
Tool Collection: :Default (Cygwin {GNU Compiler Collection from Cygwin))

Location Project Location: C:\Users\ffojeda\Documents \NetBeansProjects

Siguiente = Terminar ] [ Cancelar ] [ Ayuda

clic en terminar y se crea el proyecto.

En la cual ya podemos observar que se encuentra el compilador GNU de Cygwin, damos

Cbémo ultimo paso vamos a Herramientas, opciones y debemos tener una ventana

como esta:

% @ \i& -laua @ =

Genersl Editor Tiposde letra y colores Asignacion de Tedas  Java  PHP |CjC++ Varios

Build Tools | Project Options | Code Assistance | Debugging Options | Other |

Build Host: localhost =
iuliolechoe Family: Cyawin Encoding: |UTF-8
e

BaseDirectory:  C:\cygwins4bin

€ Compiker: Ci\eygwing4lbin'gec.exe

C++ Compiler: C:\eygwing4\bin\g ++.exe

Fortran Compiler: | C:\cygwing4ibin\gfortran.exe
Assembler: C:\cygwing4\bin'\as. exe

Make Command: C:oygwing4binmake. exe
Debugger Command: | C:\cygwing4'bin'\gdb.exe

QMake Command:

alaaa

CMake Command:  C:\cygwing4ibin\mmake. exe

[ versons... ][ Restore Defaults |

] | o o] [oAa

En la que nos muestra que Netbeans esta configurado correctamente con el Cygwin
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VELVET

Es el nacleo del ensamblador. Es el programa encargado de construir el Grafo de Bruijn y

manipularlo para conseguir ensamblar las lecturas que hemos pasado por pardmetro

Ya que necesitamos analizar el codigo del ensamblador en Netbeans creamos un nuevo

proyecto para utilizar los archivos de Velvet descargados siguiendo los siguientes pasos:

Creamos un nuevo proyecto en Netbeans.
Escogemos en Categoria C/C++.

Proyecto C/C++ Aplicacion.

Le damos un nombre al proyecto en mi caso Velvet_1
Desmarcamos la casilla de “crear main file”.

En tool Collection escogemos “Cygwin” y terminar

En el directorio donde se creé el proyecto de Netbeans copiamos los arhivos .c, .h y las
carpetas data y third-party que vienen en la carpeta de velvet

En netbeans nos vamos al proyecto creado y afladimos en la el directorio Header Files

todos los archivos .h
También afadimos en el directorio Source Files todos los archivos .c.

Con lo que hemos hecho hasta ahora si vamos a Clean and Build nos va a dar algunos

errores, los cuales han sido solucionado con los siguientes pasos.

Abrir el archivo globals.h y definir las variables MAXKMERLENGTH=31 vy
CATEGORIES=2

Afadimos al proyecto la carpeta third-party
Dentro del proyecto de Netbeans borramos el archivo example.o y la carpeta contrib.
Vamos al archivo binarySequences.c y en la linea 37 la editamos para que quede como lo

siguiente: #include "./third-party/zlib-1.2.3/zlib.h".
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Como el proyecto viene con 2 archivos main que son run.c y run2.c. Para velveth se

necesita usar el archivo run.c, entonces excluimos del proyecto a run2.c.

El cédigo de velvet utiliza funciones matematicas, por lo cual debemos incluir la opcion -

Im en las librerias.

Select Option

O Static Bindings

O Dynamic Bindings

@ Other Option
l—Lm|

‘_ OK || Cancel

Incluir opcién en librerias

Con esto hacemos un clean and build y ya no nos dara ningan error

Al ejecutar Velveth(run.c) empezamos a trabajar con las lecturas(archivos .fasta de la
carpeta data) obtenidas a través de la maquina de secuenciacion, estas lecturas son
divididas en k-mers en las cuales el valor de k es definido por el usuario en el comando

de ejecucion del ensamblador.

El valor de k determinara la calidad del ensamblaje final, pero no hay una regla que nos
pueda indicar que valores de k son aceptables para un genoma en concreto utilizando
este ensamblador. Por ello hay que realizar pruebas exhaustivas con varios valores de Kk,

hasta conseguir ver valores mas o menos aceptables.

De todas formas, debido a comprobaciones ya realizadas en otros experimentos
podemos indicar que los valores de k que son cercanos a la longitud de las lecturas que
tenemos pueden producir superposiciones en el ensamblado mientras que valores de k
mas pequefios pueden producir un mayor numero de superposiciones que pueden

generar errores y bucles en la generacion de la estructura de datos.

Una vez que las lecturas son divididas en k-mers se escanean, se transforman a un

formato interno utilizado por Velvet y se guarda en un archivo denominado “Sequences”.
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A continuacién Velvet crea una tabla hash de n entradas y cada vez que un k-mer es
leido se realiza un proceso de busqueda en la tabla hash. Si el k-mer analizado no se
encuentra en la tabla hash correspondiente se almacena el identificador de dicho k-mer y
su posicion. En cambio, si el k-mer analizado si es encontrado en la tabla hash, una
referencia de este k-mer es almacenada en el archivo “RoadMaps”, que como podemos
observar en el proceso, el fichero RoadMaps almacena aquellos k-mers que tienen
coincidencias con lecturas anteriores. La tabla hash se almacena temporalmente en

memoria mientras el archivo RoadMaps se guarda permanentemente.

La sintaxis para ejecutar velveth es la siguiente:

Jvelveth output_directory hash_length [[-file_format][-read_type] filename], en nuestro

caso ejecutams con los siguientes parametros:

Jvelvet output 21 -shortPaired data/test_reads.fa

Los pardmetros que configuramos nos sirven para indicarle a velveth donde estan las
lecturas que se utilizarAn(data/test_reads.fa), la carpeta(output) donde se generaran los
resultados. Para saber que parametros podemos utilizar revisaremos el Manual que viene

en Velvet.

Velveth utiliza los archivos de lecturas para generar el archivo de;
Sequences y

Roadmaps,

Velvetg utiliza los archivos generados por Velveth para crear estos archivos:
Graph
Pregraph

Lastgraph
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Se ha realizado las respectivas pruebas con un conjunto de datos de prueba que vienen
en la carpeta del proyecto, como lo que a nosotros nos interesa es analizar como velvetg
genera los grafos resultantes, empezamos por analizar el archivo run2.c(velvetg) en

donde en forma general se puede identificar que realiza lo siguiente:

Velvetg lee el archivo de Roadmaps vy el archivo de Sequences

Con estos datos se genera el Pregraph el cual esta formado por 106331 prenodos.
Se realiza una concatenacion de este Pregraph.

Se realiza una "limpieza" de estos prenodos recortando los prenodos puntas.

Al finalizar todas estas acciones el grafo queda con 205 nodos.

Luego de esto velvet importa el pregraph al archivo graph y lo escanea para encontrar las
tuplas o k-mers en total son unas 101403 y clasifica la tabla de ocurrencia k-mers.

Las funciones que se han suprimido son las siguientes:

o Funcion “clipTipsHard(Graph, IConserveLong)". Esta Funcion de
Velvet elimina los nodos punta del grafo de Bruijin.

o Funcion tourBus(startingNode)" Esta Funcion elimina las

burbujas del grafo.

Continuando con la revision del codigo se analiza que en la linea 526 de run2.c se tiene
el procedimiento correctgraph dentro del cual se ejecutan los procesos antes

mencionados.

Después de esto velvetg utiliza el procedimiento concatenar para eliminar los nodos
nulos, dando como resultado de este procedimientos la reduccion del numero de nodos a
16, esto a nivel de cddigo es suprimido ya que al trabajar con varios genomas no se

desea que se eliminen nodos que velvetg los toma como nodos invalidos.
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Haciendo las modificaciones descritas se crea una nueva version de Velvet a la que se
ha denominado VelvelLite la cual servira para nuestros fines ya que no elimina los nodos
que si eliminaba velvetg, y de esta manera nos permitird poder trabajar con el andlisis de

todos los nodos.
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CYTOSCAPE

Cytoscape es una plataforma de programacion de cédigo abierto para bioinforméatica,

permite visualizar redes moleculares, sus interacciones, etc.

A pesar de que Cytoscape fue disefiado originalmente para la investigacion biologica,

ahora es una plataforma general para el andlisis y la visualizacién de redes complejas.
Para instalar Cytoscape, primero descargamos el programa desde la pagina oficial:
http://www.cytoscape.org/download.html, llenamos el formulario de registro vy

descargamos las version Cytoscape_2_8 3 disponible para Linux.

Para la instalacion del programa desde la ventana de comandos en linux ejecutamos los

siguientes comandos:

chmod a+x Cytoscape 2 8 3 unix.sh

sudo sh Cytoscape 2 8 3 unix.sh
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MONGODB

MongoDB (de la palabra en inglés “humongous” que significa enorme) es un sistema
de base de datos NoSQL orientado a documentos, desarrollado bajo el concepto

de cbdigo abierto.

MongoDB forma parte de la nueva familia de sistemas de base de datos NoSQL. En vez
de guardar los datos en tablas como se hace en las base de datos relacionales,
MongoDB guarda estructuras de datos en documentos tipo JSON con un esquema
dindmico (MongoDB llama ese formato BSON), haciendo que la integracién de los datos

en ciertas aplicaciones sea mas facil y rapida.

El desarrollo de MongoDB empez6 en octubre de 2007 por la compafiia de software
10gen. Ahora MongoDB es una base de datos lista para la produccién de uso y con
muchas caracteristicas. Esta base de datos es altamente utilizada en las industrias y
MTV Network, Craiglist y Foursquare, son algunas de las empresas que utilizan esta base
de datos.

El cédigo binario esta disponible para los sistemas operativos Windows, Linux, OS
X'y Solaris.

Download and Run
MongoDB Yourself

Production Release (2.6.7) — 1/14/2015

Release Notes, Changelog, Source: gz | zip

Windows Linux
64-bit 64-bit

Download @ Download @

B4-bit zip | msi 32-bit @
32-bit @ zip | msi
64-bit legacy @ zip | msi

Mac OS X

B64-bit

Solaris
64-bit

Download @ Download @

This table lists MongoDB distributions by platform and version. We
also provide packages for common Linux distributions. We
recommend using official packages as these provide default
configuration files, service definitions, and an easy upgrade path.

MongoDB
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Uso de MongoDb
Vamos al directorio donde esté instalado mongodb y ejecutamos lo siguiente:

./bin/mongod --dbpath data

Nos mostrara esto:

B ChWWindows\system32iomd.exe |ﬂl_z_?-J

i ——
E:~mongoZ>"e:“»mongoZ-hin“mongod.exe" ——dbpath "e:wmongoZ:data' -
2015-04-18T18:56:35.594-BA508 [initandlisten] MongoDBE starting : pid=1852 port=27
317 dbpath=e:“mongoZ>data 64-hit host=0jedaFortatil

2ﬂigagg—$gTiﬂ:56:35.616—3588 [initandlisten] targetMin0S8: Windows ?-Windows Serv
e 1

2015-A4-18T10:56:35.617-A50A [initandlisten]l db version v2Z._.6_.4
2015-04-18T18:56:35.617-8588 [initandlisten] git version: Jad38heBeh?2d7?2aaldbbe
bhh71lac?1d658ee?1B

2015-A4-18T18:56:35.618-858A [initandlisten] build info: windows sys.getwindowsw
ersion(major=6, minor=1, build=Y6H1, platform=2, service_pack='Service Pack 1'>
BOOST_LIB_UERSION=1_4%

2A15-A4-1AT1A:56:35.618-MW500 [initandlizten] allocator: system
2015-A4-18T18:56:35.619-8588 [initandlisten] options: { storage: { dbPath: "e:\m
ongo2sdata™ > >

2015-04-108T18:56:35.701-85PA [initandlisten] journal dir=e:“wmongo2sdatasjournal
2A15-A4-1AT1A:56:35.720—W580 [initandlizten] recover : no journal files present.
no recovery needed

2A15-A4-1AT1A:56:47 . 472-W580 [initandlizten] waiting for connections on port 270

17
2A15-A4-1AT1A:56:55.510-HW580 [initandlizten] connection accepted from 127 .A.A.1:
LAE?? #1 <1 connection now open’ ¥

En ese mismo terminal ejecutamos:

./mongo

¥ | E\mongo2ibin\mongo.ex:

ngDB zhell version: 2.6.4

connecting to: test

Ahora ya tenemos levantada la base de datos al cual accederemos mediante

Robomongo y tiene este aspecto:
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% Robomongo 0.84 i ce8® > [E=HA=ll x|

File View Options Help

C A1 L

b B Velvet32o
b B Velvet33l
4 5 VelvetF1221 & localhost: 27017 VelvetF1221
4 | Collections (6)
> | System
- Lectura
> 0 Indexes
Log2
Secuencias

" ———
0 db.Lectura f.x 'db.nodosjgrupados. % O dblectura... % .dbﬂodosjgrupados._._! | ¥ =db.lectra.co.. x I

db.Lectura.count

(1) 0.027 sec. II@

nodos_agrupades i
nodos_clasificados
. Functions

b

b 0 Users
b |[E VelvetF1223
> B VehvetF1225
b B VelvetF1227
b B VelvetF1220
> B VelvetF1231
> B VelvetF221
> & VelvetF223
> & VelvetF225
> & VelvetF227
b B VelvetF220
b B Velvetr231
> B VelvetF321l
b B VelvetF323
b B VelvetF325 Z
Logs

m

Visualizacién de base de datos a través de Robomongo
En la parte izquierda tenemos las bases de datos creadas a partir de los archivos
generados por Velvet.
En la parte derecha podemos escribir las consultas para la base de datos.
En la parte inferior se visualizan los resultados de las consultas.
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TALEND OPEN STUDIO

Es una herramienta open-source (licencia GPL) que permite la integracion y gestién de
datos, asi como integracion de aplicaciones empresariales. Se basa en Java, por lo tanto
puede ser ejecutado en entornos Linux o Windows con tan solo descomprimir su
instalador disponible en la web.

Talend es una herramienta ETL (Extract, Transform and Load), es el conjunto de
procesos que permite a las organizaciones mover datos desde mudltiples origenes y
modificar su formato, para luego enviarlos en otra base de datos, para su analisis
posterior, 0 enviar los datos hacia otro sistema operacional para apoyar un proceso de

negocio.

Ofrece un disefiador visual (basado en Eclipse RCP) que permite definir todo el flujo de
transformaciones en base a componentes predefinidos (mas de 400, también se pueden
crear y ampliar).

Este disefiador proporciona una vista grafica de los procesos, con componentes
arrastrables que permiten: mappings, transformaciones, etc; funciones especializadas
como data filtering, data multiplexing, o ELT; y soporte para RDBMS, file formats, LDAP
directories, etc.

Niveles de Talend
El disefio de Talend se basa en 3 niveles:

e Business Models: Nivel disefiado para modelar de manera teorica la aplicacion,
para lo cual se realizan diagramas de flujo basicos con actores de los procesos.

e Job Designs: El nivel mas importante, ya que en este se disefia el trabajo en si, el
cbdigo que sera ejecutado.

e Contexts: Nivel que contiene los contextos, los cuales pueden ser definidos como
variables globales de ejecucion del programa, como la carpeta donde se ejecutara
la aplicacion final o variables iniciales de entrada.

Job Designs

Es el nivel més utilizado en Talend Open Studio. Esta formado por el conjunto de Jobs, o
tareas a realizar. Cada Job inicialmente de una pestafia en blanco, donde se arrastran
elementos de una paleta ubicada en la parte derecha del disefiador.

En dicha paleta se encuentran varios elementos configurables, llamados Subjobs, los
cuales se encargan de ejecutar tareas predeterminadas pero configurables como

conexiones, consultas, codigo personalizado, etc.
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Dichos Subjobs se encuentran separados en la paleta en diversas categorias: Bl, Cloud,
Custom Code, Data Quality, ETL, Orchestation, System, etcétera.
Algunos Subjobs que pueden resultar interesantes son:

e Conexiones estandarizadas y personalizables a bases de datos, incluye soporte a
gran cantidad de las bases de datos Open Source (MySQL, PostgreSQL,
SLQLite) e incluso Sybase y Oracle.

e Ejecutores de consultas y procedimientos almacenados en las mencionadas
bases de datos.

e (Cddigo Java personalizable.

e lteradores, repetidores de subtareas.

e Inscripcion de variables globales, muy usado para mantener una variable global,
ya que los subjobs solo crean variables locales.

e Extractores e insertores de datos de archivos (xml, properties), también
configurables.

e Conexion a FTP para envio y descarga de archivos.

e Compresion de archivos.

¢ Modificadores de carpetas (crear, eliminar, modificar).

e Filtros de informacion.

Los elementos mencionados se unen mediante un flujo secuencial, guiado por flechas
extraidas de cada uno de ellos que hacen referencias a eventos de dos clases:
e row: evento que transmite data del elemento al elemento apuntado.
e trigger: conjunto de eventos, activados por posibles modos de ejecucion.
o OnSubjobOk: cuando el elemento ha sido ejecutado sin errores.
o OnSubjobError: cuando el elemento ha tenido algun error en la ejecucion.
o otros eventos, dependiendo del tipo de Subjob.
Adicionalmente, un Job puede contener a uno o varios otros Jobs e invocarlos como
parte de un nuevo flujo, ejecutando los Subjobs contenidos dentro de cada uno.
Finalmente, cada Job es exportable a un archivo comprimido en formato ZIP, que
contiene el ejecutable: un archivo .jar llamado a partir de un archivo .bat (para Windows)

0 un archivo .sh (Linux).
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Otro punto en el que destaca Talend Open Studio es en las capacidades de depuracion,

gue permite seguir en tiempo real los datos que fluyen a través de los procesos de

transformacion.
Try Talend Open Source Products
Big Data Enterprise
Data Quality Service Bus (ESB)
Simplify ETL for large and diverse data Improve the accuracy and integrity of Simplify the connection of applications
sets with Talend Open Studio for Big data with Talend Open Studio for Data and services with Talend Open Studio
Quality. for ESB
Data Bonita Open Master Data
Integration Solution for BPM Management
Respond now to line of business Create and optimize business Generate a sir ersion of the
requests for data with Talend Open processes with Talend Open Studio for truth” for dat th Talend Open
studio for Data Integration. BPM. Studio for MD

Productos de Talend Open

Existen varias versiones de este software, las mismas se las puede descargar de la
pagina web http://www.talend.com/download/talend-open-studio. Como se trabajara con
gran cantidad de datos, se utilizé la Talend Open Studio for Big Data ya que este permite

trabajar con bases de datos NoSQL
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GEPHI

Para la instalacion de Gephi nos vamos a la pagina web http://gephi.github.io/, y

descargamos el instalador, se usoé al version 0.8.2-Beta.

Esta herramienta es open source y esté disponible para todos los sistemas operativos de
Linux, Windows y Mac.

Official Releases

Release Motes | System Requirements | Installation instructions

Gephi 0.8.2-beta is the |atest stable release.

Download Gephi for Windows

Wersion 0.8.2-beta

If you have an older Gephi on your computer, you should uninstall it and remove the user directory, see the installation
instructions.

All downloads:

Download Gephi 0.8.2-beta for Mac 05X

Download Gephi 0.8.2-beta for Windows XP/\ista/7
Download Gephi 0.8.2-beta for Linux

Download Gephi 0.8.2-beta sources

Download Older Versions

Specific Linux distributions:
Download Gephi 0.8.2-beta for ArchLinux

Sources:
Gephi uses GitHub to host the source code and track issues. The trunk repository is the most up-to-date version but may be
unstable. The last stable version is located in the most recent release branch.

Distribuciones de Gephi

Se procede con la instalacion de esta herramienta, la misma que nos servira para calcular

la distribucion de grado de cada grafo, asi como para el calculo de los nodos quimera.
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