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Glossari

Anotacid: procés pel qual se li adjudica informacio bioldgica a les sequéncies
d'ADN.

Arxiu EMBL: anotacidé en format EMBL. Aquest format comenga per un
identificador (“ID”) i se li poden afegir tantes linies d'anotacié com calga. L'inici
de la sequéncia es marca amb un “SQ” i el final amb “//”.

Arxiu FAA: sequéncies aminoacidiques en format FASTA.

Arxiu FASTA: cadenes de caracters (nucleotids) que determinen les lectures de
la sequenciacié. Estan compostos per dues linies: la primera (encapgalada pel
simbol “>”) és la informacio de la sequiéncia o encapgalat; la segona és la cadena
de caracters com a tal.

Arxiu FASTQ: sequéncies FASTA + detalls de qualitat de la informacio (la “Q” és
de Quality). Aquests arxius posseeixen més linies:

- Linia 1: encapcalat (en aquest cas comenga per “@”), seguit per
l'identificador de la lectura.

- Linia 2: la sequéncia de nucleotids.

- Linia 3: comenga amb “+” (pot ser només aquest simbol o repetir la
informacio de I'encapgalat).

- Linia 4: informacié de la qualitat de la sequenciacié de cada base.
Aquesta qualitat es mesura amb una escala coneguda com a valor de
qualitat Phred, que representa la probabilitat que una base siga
incorrecta. Aixi, cada lletra o simbol representa la qualitat d'una base
de la sequéncia codificada en format ASCII.

La informacié de qualitat es codifica en ASCII perque aixd permet codificar un
valor de qualitat en un sol caracter. Per tant, les linies 2 i la 4 tenen el mateix
nombre de caracters. Aquests caracters de qualitat ASCII, ordenats de menor a
major qualitat, son:

"#$%8&'()*+,-./0123456789:;<=>? @ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ[\]* _
“abcdefghijklmnopqgrstuvwxyz{|}~
Exemple d’arxiu FASTA (linia 1; linia 2):

>contigl Vibrio vulnificus VvX
GTGTACTTCGTTCAGTTTATGACAGGTGTTGCTCGATTATCGCCTACCGTGACTTCGGATTCTATCGTG

Exemple d’arxiu FASTQ (linia 1; linia 2; linia 3; linia 4):

@1/1
GTGTACTTCGTTCAGTTTATCAGATGGGTGTTTAGCAGTTAATACACCTCACCGTGACTTCGGATTCTATCGTGT
+
&52429=;6787/.-01"'8%8%$&$$,/3032* ('&&(, ) '&)*.%(%- () *(-89<>A8<9;<A?9976,8&" ' -
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Arxiu FFN: sequéencies nucleotidiques FASTA dels diferents gens anotats.

Arxiu GBK o GBFF: anotacié en format de GenBank. Aquest format conté un
encapcgalat amb informacié sobre la sequéncia anotada. Després, conté el nom
de les diferents regions anotades, aixi com la posicié. Finalment, conté la
sequéncia. La figura 1 mostra un exemple d'arxiu GBFF de la soca CECT 4999
de Vibrio vulnificus:

LOCUS CPB14636 3354464 bp DNA circular BCT 86-JUL-2017
DEFINITION Vibrio vulnificus strain CECT 4999 chromosome I, complete sequence.
ACCESSION  CP@l14636

VERSION CPB14636.1

DBLINK BioProject: PRINA312018
BioSample: SAMNB4457466

KEYWORDS

SOURCE Vibrio vulnificus

ORGANISM Vibrio vulnificus
Bacteria; Pseudomonadota; Gammaproteobacteria; Vibrionales;
Vibrionaceae; Vibrio.
REFERENCE 1 (bases 1 to 3394464)
AUTHORS ~ Wu,K.-M. and Tsai,5.-F.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (29-FEB-2016) Institute of Molecular and Genomic
Medicine, National Health Research Institutes, 35, Keyan Road,
Zhunan Town, Miaoli County 358, Taiwan
COMMENT Annotation was added by the NCBI Prokaryotic Genome Annctation
Pipeline (released 2813). Information about the Pipeline can be
found here: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/

##Genome-Assembly-Data-START#H#

Assembly Date 11 2011

Assembly Method :: Newbler v. 1.1.83.24
Assembly Name :: WCECT49991.8@

Genome Representation :: Full

Expected Final Version :: Yes

Genome Coverage i 42.8x

Sequencing Technology :: 454
##Genome -Assembly -Data- END##

##Genome-Annotation-Data-START#H#

Annotation Provider :: NCBI

Annotation Date 1 B3/81/20816 18:43:11

Annotation Pipeline :: NCBI Prokaryotic Genome
Annotation Pipeline

Annotation Method :: Best-placed reference protein
set; GeneMarkS+

Annotation Software revision r 3.1

Features Annotated 11 Genej; CDS; rRNA; tRMNA; ncRNA;
repeat_region

Genes (total) 1 4,633

CDS (total) i: 4,485

Genes (coding) 14,391

(DS (coding) 14,391

Genes (RNA) 1: 148

rRNAs 118, 9, 9 (55, 165, 235)

complete rRNAs 118, 9, 9 (55, 165, 235)

tRNAs :: 116

ncRNAs i 4



Practica Galaxy: Ens iniciem en la Bioinformatica.
Carmen Amaro, Héctor Carmona-Salido i Rubén Salvador-Clavell

Pseudo Genes (total) 1 94
Pseudo Genes (ambiguous residues) :: @ of 94
Pseudo Genes (frameshifted) 1 39 of 94
Pseudo Genes (incomplete) 11 46 of 94
Pseudo Genes (internal stop) 1 16 of 94
Pseudo Genes (multiple problems) :: 5 of 94
##Genome -Annotation-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3394464

Jorganism="Vibrio wulnificus"
J/mol_type="genomic DNA"
Jstrain="CECT 49939~
/serovar="E"

Jhost="Anguilla anguilla™
Joulture_collection="CECT:4999"
Jdb_xref="taxon:672"
Jchromosome="T"
Jcountry="Spain"
Jcollection_date="1998"

gene complement(353..787)
f/locus_tag="VVCECT4999_ geeas"
CDS complement(353..787)

flocus_tag="VVCECT4999_o@eas"

Jinference="EXISTENCE: similar to AA
sequence:RefSeq:WP_0817844116.1"

/note="An electron-transfer protein; flavodoxin binds one
FMN molecule, which serves as a redox-active prosthetic
group; Derived by automated computational analysis using
gene prediction method: Protein Homology.™

fcodon_start=1

ftransl_table=11

/product="FMN-binding protein MioC"
/protein_id="ASJ137192.1"
/translation="MIHIITGSTLGGAEYVGDHLSDLLQEAGFETTIHNHPQLSEIPN
QGTWLIITSTHGAGEYPDNIQPFIHALQATPPKMSDVRYAVVAIGDSSYDTFCAAGLH
AHAL L TDTGATATTOCLTIDVL SHTVPEDAAEVIWL KOHTEQE™

gene complement(835..2223)
fgene="trmE"
f/locus_tag="VVCECT4999 geele"

CDS complement(835..2223)
/gene="trmE"

/locus_tag="VWCECT4999_6@e18"

Jinference="EXISTENCE: similar to AA
sequence:RefSeq:WP_0811149846.1"

/note="in Escherichia coli this protein is inveolved in the
biosynthesis of the hypermodified nucleoside
5-methylaminomethyl-2-thiouridine, which is found in the
wobble position of some tRNAs and affects ribosomal
frameshifting; shows potassium-dependent dimerization and
GTP hydrolysis; also involved in regulation of
glutamate-dependent acid resistance and activation of
gadE; Derived by automated computational analysis using
gene prediction method: Protein Homology.™

fcodon_start=1

ftransl_table=11

/product="tRNA modification GTPase”
/protein_id="ASJ137193.1"
/translation="MWKTIGSFMTTDTIVAQATAPGRGGVGIIRVSGPQAAQVALEV
TGKTLKPRYAEYIPFKAQDGSELDQGIALFFPNPHSFTGEDVLELQGHGGPVVMDMLI
KRILTISGVRPARPGEFSERAFLNDKMDLTQAEATIADLIDASSEEAAKSALQSLQGQF
SKRIHTLVESLIHLRIYVEAAIDFPEEEIDFLADGKVAGDLQAIIDNLDAVRKEANQG
AIMREGMKVVIAGRPMAGKSSLLNALSGKDSAIVTDIAGTTRDVLREHIHIDGMPLHI
IDTAGLRDASDEVEKIGIERAWDEIRQADRVLFMVDGT TTDATDPKEIWPDFIDRLPE
QIGITVIRNKADQTQEQLGICHVSQPTLIRLSAKTGQGVDALRNHLKTCMGFSGNTEG
GFMARRRHLDALQRAAEHLLIGQEQLEGYMAGEILAEELRIAQQHLNEITGEFSSDDL
LGRIFSSFCIGK™

Figura 1. Exemple d’arxiu GBFF de la soca CECT4999 de V. vulnificus. El quadre roig assenyala la zona on es
troba l'anotacid del gen trmE. Imatge propia.

Enquadrat en color roig podem observar la informacio associada a un dels gens
anotats en el genoma. Aquest gen es troba en la cadena complementaria, en les
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posicions indicades entre paréntesis. En la seua part “CDS”, tenim la informacio
relacionada amb la proteina codificada.

Arxiu SAM: arxiu de text que arreplega la informacié d'un mapatge de lectures
d'un genoma. Consisteix en un encapgalat amb informacio i una part principal en
forma de taula. Cada fila conté informacio d'una lectura i les columnes presenten
el nom de la lectura, del cromosoma/contig al qual s'assembla, posicié en la qual
es troba, qualitat del mapatge, si conté alguna mutacié (SNP, inserci6 o delecio;
aquest valor es diu CIGAR), etc. Per a obtindre-ne més informacid, consulteu la
figura 2.

@HD VN:1.5 SO:coordinate Header
@SQ SN:ref LN:45 section
r001 99 ref 7 30 8M2I4M1D3M = 37 39 TTAGATAAAGGATACTG *
r002 0 ref 9 30 3S6M1P1I4M * 0O O AAAAGATAAGGATA *
r003 0 ref 9 30 5S6M * 0 O GCCTAAGCTAA * SA:Z:ref,29,-,6H5M,17,0; | Alignment
r004 0 ref 16 30 6M14N5M * 0 0 ATAGCTTCAGC * section
r003 2064 ref 29 17 6HS5M * 0 0 TAGGC * SA:Z:ref,9,+,556M,30,1;
r001 147 ref 37 30 9M = 7 -39 CAGCGGCAT * NM:i:1
Opﬂ(lnn\fmldsu he format of TA (PE:VALUE
QUAL: read quality eaning such information is not available
SEQ 1d sequence
TLEN: the numbe bases covered by the reads from the me fragment. | in
means the current read is the leftmost/rightmost read. E.g. compare first and last line
PNEXT: Positic rimary alig the NEXT read in the template
formation unavailable. It corresponds to P col N
RNEXT: reference sequence name of the primary alignment of the NEXT re
ju ), NEX tr ng tc e RNAME co
CIGAR nmar
MAPQ apping qualit
POS: 1-based
RNAME: refer

FLAG: indicates alignment information about the read, e.g. paired, aligned, etc
QNAME: query template na ka ad 1D

Figura 2. Exemple de format SAM. Es descriu cadascun dels camps que componen la taula del cos de l'arxiu.
Extret de https://www.samformat.info/

Arxiu TSV: llistat a mode de taula dels gens anotats (TSV: versio separada per
tabuladors).

CDS: regio codificant d'un gen que dona lloc a una proteina. En el cas dels gens
bacterians, es correspon amb el gen complet, ja que no contenen introns.
L'expressié de la proteina ha d'estar provada empiricament.

Dades crues, “raw data” o lectures crues: sequéncies en format FASTQ que ens
arriben després de tractar les dades de la plataforma de sequenciacio.

Assemblatge de novo: generacié d'un genoma del qual no tenim referéncia
préevia.

Grafs de De Bruijn: estructura que permet representar superposicions entre
cadenes de caracters. Molts algorismes d'assemblatge es basen en aquests
grafs per a reconstruir el genoma. En aquests casos, cada node es representa
per una sequéncia d'ADN de longitud variable (longitud k, anomenats k-mers)
que es connecten si tenen sequéncies iguals. Després, es busca el millor
recorregut que unisca tots els nodes per a reconstruir la sequéncia inicial.
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AquestsAquests grafs després es poden visualitzar per a veure la qualitat de
I'assemblatge. Un exemple el tenim en la figura 3.

Unknown target genome

> ATGCTATGCGT
9 CTATGC = |[ATGC TGCT GCTA CTAT
) ATGCGT TATG ATGC TGCG GCGT
— ATGC — ATG,TGC
/ k-mer (k-1)-mer

de Bruijn Graph

... Eulerian path TR

ATGC TGCT GCTA cm

@Tv TeC GCT CTA.

GC
\lw TG GCGT

GEG cGT

Figura 3. Grafs de De Bruijn. A partir de les lectures, es generen seqiiencies a l'atzar de grandaria k (k-
mers). Aquests k-mers formaran els nodes del graf que s'uniran si se superposen entre si. Finalment, es
busca el millor cami que recdrrega tots els nodes. Extret de [1].

L50: nombre de contigs necessaris perqué en sumar les seues longituds done
un resultat igual o superior al 50 % del total. Per a aix0, els contigs s'ordenen de
major a menor grandaria. Una variacio és I'L90, que seria per al 90 % de
I'assemblatge. En la figura 4, atés que la grandaria total sén 5,32 Mpb, la meitat
(aprox. 2,66 Mpb) s'aconsegueix amb 2 contigs. Per tant, I'L50 és 2. En general,
com meés baix siga aquest valor, millor sera el nostre assemblatge.

Contig size viewer

galaxy54-fly... .
length: 5321355
contigs: 7
N50: 1521755

r T T T T T T T T T 1
] 55.52 133.03 199.55 265.07 33258 3991 465.62 53214 55865 665.17 kbp

galaxy54-fly... :—_ﬂﬂ_

I T T T T T 1
] 1 2 3 4 5 532 Mbp

Figura 4. L50 i N50 d'un assemblatge obtingut mitjancant el programa QUAST. La part de dalt és una ampliacio
de la part en groc de baix. La figura inferior representa un assemblatge els contigs del qual han sigut ordenats
de major a menor grandaria. En morat, es representa [’ N50 i ’N90. Imatge propia.

Mapatge: procés que assigna a cada lectura una posicid concreta en un
assemblatge o genoma. En aquest cas, necessitarem una referéncia prévia,
generalment un assemblatge ja tancat.
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N50: longitud que té el contig de I'L50. En la figura 4, I’ N50 seria la longitud del
contig numero 2, que es correspon amb I' L50 i es destaca en morat. Igual que
existeix 'L90, també existeix un N90 per al 90 % del genoma. Valors més alts
d'aquesta estadistica impliquen millor contiguitat.

ORF: prové de I'anglés Open Reading Frame (pauta de lectura oberta). Es una
regio que pot, putativament, contenir un gen. A diferéncia d'un CDS, no necessita
haver sigut provat experimentalment. En el cas d'organismes eucariotes, inclou
tant introns com exons.

Profunditat de sequenciacio (depth of coverage): nombre mitja de vegades que
se sequencia cada base. No confondre amb rang o cobertura de sequenciacié
(breadth of coverage) que representa el percentatge que es cobreix amb un
minim de lectures (figura 5).

% Breadth of coverage

m -—
o A

2 sxf —

O 4x | I I

5 x| I I

- 2X [ D [ I
L IX| s e s D
)

(]

| Reference genome |
www.metagenomics.wiki

Figura 5. Representacié esquematica de la profunditat de seqiienciacié (Depth of coverage) i el rang de
seqlienciacioé (Breadth of coverage). Extret de https://www.metagenomics.wiki/pdf/qc/coverage-read-depth.
Poliment del genoma: Com ja hem comentat, el fet d'usar lectures llargues
implica afegir potencials errors d’assemblatge. Per aix0 és util combinar amb
lectures curtes d’lllumina, que sén més fiables i solen tenir més profunditat de
sequenciacio. Malgrat aix0, en els assemblatges hibrids hi ha regions que
unicament es generen a partir de lectures llargues i poden tenir algun error. Per
a corregir aixo, se sol fer un “poliment” de I'assemblatge. Alguns assembladors
com ara HGAP ja ho fan per defecte, uns altres, com ara Unicycler, no. Els
programes com Pilon busquen discrepancies entre les lectures curtes (o
opcionalment les llargues) i I'assemblatge i les corregeix.
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Introduccio a la Bioinformatica

Benvingudes, benvinguts i benvingutis al fantastic mén de la Bioinformatica. En
aquesta practica estudiarem unes pinzellades de manipulacidé de dades
genomiques d'una soca de V. vulnificus. En concret, a partir de les dades crues
(lectures) provinents d'un sequenciador, podrem visualitzar-los, analitzar-ne la
qualitat i filtrar-los aplicant diferents parametres. A continuacio, els assemblarem
de novo, i n’obtindrem un arxiu (FASTA) amb el genoma bacteria. A partir d'aquest
genoma podrem coneixer millor els gens que el componen (anotacid). No obstant
aixd, comencem pel principi.

La bioinformatica és una ciéncia interdisciplinaria que utilitza técniques de
diferents arees com ara la computacié o les matematiques (especialment
I'estadistica) per a I'analisi de dades biologiques. El terme bioinformatica va ser
encunyat inicialment per Hesper i Hogeweg el 1970 [2]. L’'aparicio, en els ultims
anys, de les tecniques de sequenciacio de I'ADN i, més recentment, de la
intel-ligéncia artificial han suposat una gran revolucié en aquesta area [3], [4].

Breu historia de les omiques

En un context biologic, el sufix omica s'utilitza per a referir-se a I'estudi de grans
conjunts de dades bioldogiques que representen tots els elements d'un tipus
determinat, com per exemple gens (gendmica), proteines (protedmica), entre
altres. Hi ha termes que convé no confondre:

- Ciéncies omiques: genomica, transcriptomica...
- Dades omiques: lectures, matriu d'expressio...
- Tecnologies omiques: sequenciacio d'ADN, microarrays...

Hi ha diferents omiques en funcié del camp de la biologia que tracta. En la figura
6, podem observar I'anomenada «cascada de les omiques», la qual recull un
resum dels diferents nivells d'aplicacié d'aquestes técniques per a obtindre una
visid integral d'un organisme, sistema o mostra bioldgica. A més aquestes, en
Microbiologia també s'utilitza el prefix meta quan estudiem comunitats
microbianes complexes. Aixi, la metatranscriptomica, per exemple, se centraria
en l'estudi de tots els gens que s'estan transcrivint en una mostra concreta.

Per a aquesta série de practiques, ens quedarem en la primera de les omiques,
la Gendmica. Aquesta ciéncia és molt util en I'estudi de microorganismes i, més
especificament, de bacteris patdogens, com és el nostre cas [3].
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Figura 6. La cascada omica. Extret de [5].

Genomica i tecniques de sequenciacio

La genomica és l'estudi d'un conjunt complet d'ADN (amb tots els seus gens) de
qualsevol organisme, centrant-se en la funcid, estructura, evolucio, mapatge i
edicié. El genoma conté tota la informacié necessaria per al desenvolupament i
el creixement d’aquest organisme. L'estudi del genoma ha suposat una revolucié
sense precedents, i ha ajudat el mén de la recerca a entendre la interacci6 dels
gens entre siiamb l'entorn, aixi com la manera en qué sorgeixen certes malalties

[6].

Ara bé, com arribem a obtindre-ne resultats? Per a aix0, necessitem la técnica
de la sequenciacio d'ADN, la qual ens determinara I'ordre dels nucleodtids (els
quatre components basics quimics, anomenats bases) d'un fragment d'ADN
donat. Des del primer genoma sequenciat el 1976, el bacteriofag MS2, passant
pel primer genoma procariotic (Haemophilus influenziae) el 1995, fins a la
finalitzacié del Projecte del Genoma Huma, les millores tecnolodgiques i
I'automatitzacié han augmentat la velocitat i reduit els costos fins al punt en qué
gens individuals poden sequenciar-se de manera rutinaria. Aixi, en alguns
laboratoris es poden sequenciar més de 100 bilions de bases a l'any, i,
actualment, un genoma complet pot sequenciar-se per tan sols uns quants
centenars de dolars/euros [7].

La figura 7 resumeix I'aparicio i evolucio de les técniques de sequienciacié d'ADN.
La primera técnica de sequenciacio d'ADN va ser desenvolupada per Frederick
Sanger, amb el métode de terminacio de cadena. Quasi al mateix temps, Maxam
i Gilbert van desenvolupar una técnica que, juntament amb la de Sanger, son

9
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considerades les sequenciacions de primera generacio. Encara que avui en dia
puguen semblar unes técniques simples, van ser tota una revolucio. De fet, va
anar gracies a aquestes tecniques que es va poder publicar el primer esborrany
del genoma huma el 2001 [8], [9]. La técnica de sequenciacidé per Sanger s'ha
anat optimitzant i automatitzant i encara s'utilitza avui , a causa del seu cost baix,
la seua rapidesa i la seua fiabilitat.

Els esforgos per a obtindre cada vegada més genomes en menys temps van
donar lloc a una nova generacio de técniques de sequenciacio, conegudes com
a segona generacidé, nova generacid (Next-Generation) o técniques d'alt
rendiment (High-Throughput). Les técniques Next-Generation Sequencing (0
NGS) sén un conjunt de noves tecnologies utilitzades per a la seqlenciacio
d'ADN i ARN i la deteccid6 de variants/mutacions. Amb les NGS es poden
sequenciar centenars i milers de gens o tot el genoma en poc de temps. Les
variants/mutacions de sequéncia detectades per NGSs s'han utilitzat ampliament
per al diagnostic de malalties, el pronostic, la decisio terapeutica i el seguiment
de pacients. La capacitat de la seua sequenciacié paral-lela massiva ofereix
noves oportunitats per a la medicina de precisio personalitzada.

Com a sequenciadors de segona generacio tenim el sistema 454 Life Sciences
(pirosequenciacid) o lon Torrent, en desus actualment. A gran escala, van
apareéixer els primers sequenciadors d’lllumina. No obstant aixd, aquests ultims
s'han anat actualitzant i millorant en gran manera, i formen part de les rutines de
molts laboratoris de diagnostic.

Juntament amb la versié actualitzada d’lllumina, també trobem una nova
generacio de tecniques de sequenciacié. Aquestes técniques sén conegudes per
generar menys lectures, perd de molta més longitud, la qual cosa les ha dotades
del nom molécula llarga, molecula unica o tercera generacio. Dins d'aquesta
categoria, actualment es troba la tecnologia SMRT (Single Molecule Real Time)
de Pacific Biosciences (PacBio) o la sequenciacido per nanopors d'Oxford
Nanopore Technologies (ONT). La principal diferéncia entre lllumina i les altres
dues técniques de sequenciacio és que, mentre que la primera dona lloc a moltes
lectures curtes (d'aproximadament 300 bases), les segones ofereixen menys
lectures perd més llargues (unes 15k bases de mitjana) [10].
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Figura 7. Evolucid de les principals tecnologies de seqlienciacid. Actualment, Illumina és la tecnologia que més
quantitat de dades pot generar per cada tanda de seqlienciacio. Extret de [11].

En definitiva, moltes d'aquestes noves tecnologies es van desenvolupar amb el
suport del Programa de Tecnologia Genomica de I'Institut Nacional d'Investigacié
del Genoma Huma (National Human Genome Research Institute, NHGRI) i les
seues concessions per a Tecnologia de Sequenciacié d'ADN Avangada. Un dels
objectius de 'NHGRI és promoure noves tecnologies que a la llarga puguen
reduir el cost de la seqiienciacié d'un genoma huma a menys de 1000 $ i ser de
fins i tot una qualitat superior a la possible avui.

Objectiu de les practiques

Una vegada ens trobem en context, explicarem el desenvolupament de les
proximes sessions. Per a aquestes practiques, treballarem amb lectures curtes
d’lllumina MiSeq i llargues d'Oxford Nanopore MinlON de la soca Vv5 de V.
vulnificus. Aquestes dades es troben en un repositori public al web del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) sota el codi GenBank:
JADIXT000000000.2. L'objectiu d'aquestes practiques sera aprendre a fer servir
les eines necessaries per a treballar a partir de resultats de sequenciacio, des de
I'analisi de les lectures fins a I'assemblatge i I'anotacié del genoma final. Per a
aixo, usarem l'entorn web gratuit Galaxy (https://usegalaxy.eu/), el qual conté
totes les eines que emprarem.
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Esquema de treball o workflow

1. Creacio d'un compte gratuit i aprenentatge de I'entorn Galaxy.

2. Obtencié de les dades crues de treball de 'NCBI i primers passos en
Galaxy: importacio dels arxius amb I'eina Faster Download and Extract
Reads in FASTQ i visualitzaci6 de les dades (lectures).

3. Control de qualitat de les dades amb FastQC (per a lectures curtes
d’lllumina) o “NanoPlot” (per a lectures llargues de Nanopore). La figura 8
mostra un exemple de grafic que es pot obtindre:

=

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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1234567891519 30-34 4549 60-64 7579 90-04 110114 135139 160-164 185188 210214 235239 260-264 285-269
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Figura 8. Exemple d'un grafic obtingut amb FastQC de la qualitat de lectures. La linia blava marca la qualitat
global per posicio de la base en les lectures. S'observa que, sobretot en posicions finals de les lectures, la
qualitat descendeix. Imatge propia.

Si després de la visualitzacié de la qualitat global de les lectures es
considera que es pot millorar, es procedeix al filtrat amb U'eina PRINSEQ,
amb  lanalisi posterior de la nova qualitat (figura 9).

4 Quality scores across all bases {Sanger / llumina 1.9 encoding)
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Figura 9. Exemple d'un grafic obtingut amb FastQC de la qualitat de lectures després del filtrat per qualitat
mitjangant PRINSEQ. Observem com les ultimes posicions de les lectures, on abans hi havia una qualitat
molt dolenta, tenim una millora notable. Imatge propia.
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4. Assemblatge de novo mitjancant tres aproximacions diferents:
» SPAdes: assemblatge amb les lectures curtes d’lllumina.
» Flye: assemblatge amb les lectures llargues de MinlON.
» Unicycler: assemblatge hibrid, combinant-ne les lectures curtes i
les llargues.

Analisi dels assemblatges utilitzant els arxius GRAFO de De Bruijn amb
I'eina Bandage Info, i visualitzacié dels contigs amb Bandage Image Tot
seguit, avaluacio dels estadistics amb QUAST i BUSCO. A partir d’aqui,
decidirem quina aproximacio d'assemblatge és millor.

La figura 10 mostra un exemple d'un genoma de V. vulnificus tancat, on
visualitzem dos contigs, els quals es corresponen amb els dos
cromosomes del bacteri.

Figura 30. Imatge de I'assemblatge d'un genoma tancat i circularitzat de V. vulnificus. S'hi observen només
dos contigs, els quals es corresponen amb els dos cromosomes d’aquest bacteri. A més, veiem que els
cromosomes estan circularitzats, aixo és, estan complets de tal manera que el programa de treball entén
que el final de la seqliencia de cada contig es correspon amb l'inici d’aquest contig. La diferéncia de
grandaria indica, a més, que el cromosoma 1 (esquerra) és major que el cromosoma 2 (dreta). Imatge propia.

5. Poliment de I'assemblatge amb I'eina Pilon.

6. Analisi de la Identitat Nucleotidica Mitjana (ANI) del genoma obtingut amb
un altre genoma de referéncia de V. vulnificus.

7. Anotaci6 del genoma amb Bakta.

Alternativament, en lloc de fer un assemblatge de novo, es pot fer un mapatge
de les lectures davant d'un genoma de referéncia. Per a aix0, es poden usar
diverses estratégies, com ara la que ofereix I'eina Snippy.

Finalment, amb l'arxiu FASTA definitiu del genoma assemblat podem jugar
lliurement i utilitzar-lo per als nostres estudis, com a filogénia, recombinacio,
busca de profags, etc.
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Practica 1: Ens endinsem en Galaxy

Treballar en Bioinformatica implica, en molts casos, conéixer llenguatges de
programacidé, com ara R o Python, i fins i tot treballar amb el sistema operatiu
Linux. No obstant aix0, per a facilitar-nos el treball (almenys d'aquesta practica)
existeix I'entorn de treball en linia Galaxy. En aquest entorn podem disposar de
les diferents eines bioinformatiques de les quals hem parlat anteriorment, sense
necessitat d'instal-lar-les en el nostre ordinador. A més, treballar en remot,
implica que no necessitarem un ordinador potent, ja que utilitzarem els recursos
informatics del propi servidor de I'entorn Galaxy.

En definitiva, aquesta practica consisteix en un breu tutorial de Galaxy.

Seccions i eines de Galaxy

Enllag al web: htips://usegalaxy.eu/

= Galaxy Europe

$calable, accessible, and reproducible
reference genome assembly and
evaluation in Golaxy
Lariviére, D. et al. 2023

FASTA
Quality Control
SAM/BAM
BED

VCF/BCF
Nanopore

COMMON GENOMICS TOOLS

Operate on

Fetch Sequ

FOSDEM 2026 How Gty democraizesdatasnayi ehletgcioaioe b siloasainoalstimoses ok 2 | y

Inici de sesio:

4 Flujo de Trabajo Visualizar Datos Compartidos ™ Ayuda~ Iniciar sesion o Registrarse &= ﬂ gz

Hem de registrar-nos per a poder iniciar-hi sessi6. No importa si empreu un
correu institucional o el vostre correu electronic personal.

14


https://usegalaxy.eu/

Practica Galaxy: Ens iniciem en la Bioinformatica.
Carmen Amaro, Héctor Carmona-Salido i Rubén Salvador-Clavell

Interficie una vegada hem iniciat sessio:

= Galaxy Europe

History + = -

NENTD o™ T —
GALAXY!

Send Data
WORKFLOW COMMENTS

Collection Operations

GENERAL TEXT TOOLS.

FASTA/FASTQ

Quality Control

SAM/BAM
BED
VCF/BCF
Nanopore
Common GeNomICs TooLs / Events

Operate on Genomic Intervals ellProf tool too Mar 4 - Mar 8 Wor

aaaaa

Fetch Sequences / Alignments
GENOMICS ANALYSIS

Annotation

Multiple Alignments

1) 1) )

Eines de treball Entorn de treball Historial de treball

Eines de treball

Herramientas ~ - Enla part superior d'aquesta seccié observem que
podem buscar les eines bioinformatiques que
necessitem per a la realitzacié del nostre treball (si
les coneixem). A més a més, trobem el boté per a la
carrega de les dades. Aqui sera on, més tard, carregarem les dades crues a la
plataforma per a treballar-hi.

Buscar herramientas ¥ x

X ca rgar Datos

Cerquem, per exemple, I'eina FastQC:

Herramientas b

fastoc ¥ x

X Cargar Datos
@ Show Sections

FastQC Read Quality reports
ab1 to FASTQ converter

Tabular to FASTQ converter
Tabular to FASTQ converter

Make.fastq Convert fasta and quality to
fastq

WORKFLOWS

Todos los flujos de trabajo

Ens mostra les diferents opcions que contemplen la paraula emprada.
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Tornant a la seccié d’Eines, si ens desplacem amb
la barra podem trobar agrupades les diferents
accions bioinformatiques per grups de treball:  ,ggicate mass screening of contigs for
General Text Tools, Genomic File Manipulation,  @ntimicrebialandvirence genes
GenomiCS AnalySiS etC ABRicate List List all of abricate's

available databases.

GENOMICS ANALYSIS

Annotation

Si accedim a la funcid Annotation de Genomics ~ #BRicate Summary Combine ASRicate

results into a simple matrix of gene

Analysis, trobem les eines bioinformatiques que  presencesansence

serveixen per a anotar els genomes (ordenades — add-read-counts Annotate sequences
. by adding the read counts from a bam

alfabéticament).

file, within a region contained in the
fasta header of the dbn file

Si accedim a la primera eina, ABRicate, a I'entorn de treball de la part central
se'ns en mostra el funcionament:

# ABRicate Mass screening of contigs for antimicrobial and virulence genes (Galaxy Version 1.8.1) & v

Tool Parameters

1 Please provide a value for this option.
Input file (Fasta, Genbank or EMBL file) * recir=d

Aci seleccionariem l'arxiu GBK o
D 0O O No fasta, genbank or embl dataset available. GBFF, EMBL, d’entre a|treS ~ X =}

To screen for antibiotic resistant genes, can be a fasta file, a genbank file or an EMBL file.

Advanced options v

Additional Options

Email netification

@ No

Send an email notification when the job completes.

Juntament amb informacié important de l'eina: qué fa, quina eixida o output
ofereix (exemple), entre altres.

Help

‘What it does

Given a FASTA contig file or a genbank file, ABRicate will perform a mass screening of contigs and identify the presence of antibiotic resistance genes. The user can choose which database to search from a list of
available AMR databases.

Output

ABRicate will produce a tab-seperated output file with the following outputs:

Column Description

FILE [The filename this hit came from

[SEQUENCE [The sequence in the filename

START Start coordinate in the sequence

END End coordinate

(GENE ABR gene

COVERAGE \What proportion of the gene is in our sequence

[COVERAGE_MAP |A visual represenation

GAPS Was there any gaps in the alignment - possible pseudogene?)
%COVERAGE Proportion of gene covered

%6IDENTITY Proportion of exact nuclectide matches

DATABASE [The database this sequence comes from

ACCESSION [The genomic source of the sequence

Example Output

SEQUENCE START  END GENE COVERAGE COVE GAPS  ¥COVERAGE XIDENTITY ACCESSION
a NC_P17338.1 39177 41186 mecs 15 1-2818/201@ e/e  1@2.00 100.009 AB5@56528
@ NC_P17338.1 727191 728356 norA 1l  1-1166/1167 e/@ 99,91 92,367 197169

9.fna NC_817339.1 16150 18995 blaZ 32 1-8346/345 o/0  100.00 160.00  resfinder AP@@4332

Tutorials

There is 1 tutorial available which uses this tool. These tutorials include training for the current version of the tool. View all tutorials referencing this tool.

Tutorials available in 1 category v
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Historial de treball

History + = - ) )
Aci podem canviar el
buscar conjuntos de datos v x nom de| nostre
. Historial, mitjancant
Unnamed history Vi , ] . jang
I'assignacié de les
etiquetes que
=08 Qo 9 q

vulguem.

També veiem a continuacid les diferents accions que hem anat fent amb les
nostres dades, des de la seua carrega a I'entorn i el seu processament:

ejemplo 7
Espai emprat Q S 652 0B s &
& &
6: FastQcC on data 2: Rawbata @ # W Analisi de la qualitat
5: FastQC on data 2: Webpage @ #° B amb FastQC
4: FastQC on data 1: RawData @ # B Analisi de la qualitat
3: FastQC on data 1: Webpage @ # B amb FastQC
2: 1_S1_R1fastqgz @758 Carrega de les
1: 1_S1_R2.fastq,gz WS | dades crues

Si cliquem, per exemple, sobre @ de l'accié 3, visualitzem els resultats de
I'analisi de qualitat efectuat:

Tue 5 Mar 2024
gFastQC Report 1_81_R2_fastq_gz.gz
Summary

@gasic statistics
e Basic Stafistics
eﬁemmuiﬂm“ﬁm Filename 1_81_R2_fasto_gz.gz
(@) Per tile sequence quality, File type Conventional base calls
ePer sequence quallty scores Encoding Sanger / Tilumina 1.9
Totsl Sequences 1662589
6 Per base sequence content
Total Bases 420.5 Mbp
¢ | Per sequence GC content Sequences flagged as poor guality @
@ Sequence length 35-301
Eed a7

(@) sequence Lengtn Distribution

@muence Duplication Levels

e Qverrepresented sequences

empmr Content

ePer base sequence quality

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
e AAAI TTT

E HHL *ll [

Produced by FastQC (version 0.12.1)
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Practica 2: Primers passos

Es el nostre moment! Treballarem amb les dades en cru de la seqiienciacié de
la soca Vv5 de V. vulnificus. Breument, aquesta soca va ser aillada d'un cas clinic
en tilapia del Nil (Oreochromis niloticus), en la zona costanera d'lsrael. Donat el
seu interés en el nostre camp, decidim sequenciar-la mitjangant dues técniques:
lllumina MiSeq, per a obtindre-ne lectures curtes amb una alta profunditat de
sequenciacio i molt fiable, i Oxford Nanopore MinlON, que ens en dona lectures
molt llargues amb una cobertura molt alta encara que amb alguns errors de
sequenciacio. La combinacié de tots dos tipus de lectura (assemblatge hibrid)
ens permet obtindre un genoma d'elevada qualitat i fiabilitat, encara que,
Obviament, ens haja costat més diners (inconvenient per a alguns grups de
recerca).

Aquest genoma va ser publicat en I’ NCBI, associat a un Announcement, en el
qual es descriu la soca aillada, i les dades crues de les seqlienciacions es van
pujar al Sequence Read Archive, SRA[12].

Passos previs

El primer pas, doncs, sera registrar-nos en Galaxy Europa, per a disposar de
més espai d'emmagatzematge i treball a I'entorn virtual.

A continuacié, accedirem a I'Announcement, per a poder disposar dels codis del
SRA: SRR13236868 (lectures curtes d’lllumina MiSeq) y SRR13453794 (lectures
llargues de Oxford Nanopore MinlON).

Treballant en Galaxy: importacid i visualitzacié de les dades crues

Una vegada hem accedit a I'entorn Galaxy, ens crearem un Historial de treball.

Podem anomenar-lo com desitgem: _
History + 2

buscar conjuntos de datos ¥ ox

practica_BCB s,

Ara carregarem les dades crues, tant d'lllumina com de Nanopore. L'opcié més
lenta (i que ocupa espai directament en el nostre ordinador) és descarregar-nos
de I'SRA els arxius FASTQ (ocupen molt d’espai) i després carregar-los en
Galaxy; una altra opcio és carregar-los directament de

I'SRA amb l'eina Faster Download and Extract Reads

in FASTQ (és el que farem):

Herramientas v

Faster Download and Extract Re | ¥ x

X Cargar Datos
@ Show Sections

Faster Download and Extract Reads in
FASTG format from NCBI SRA
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Clicant sobre I'eina, podrem indicar en el requadre «Accession» el numero de
I'SRR associat a les nostres lectures:

# Faster Download and Extract Reads in FASTG format from NCBI SRA (Galaxy Version 3.8.8+galaxyl) W & - LTy

Tool Parameters

select input type

“SRR accession”

@ “SRR13236868, SRR13453794

Must start with SRR, DRR or ERR, e.g. SM925743, ERR343800

Additional Options

Email notification

La carrega dels arxius pot durar diversos minuts (fins i tot hores, segons
disponibilitat del servidor; paciéncia!).

=1603GBE Q4 w3z 2
o o
4: fasterq-dump log ® /0

3: Other data (fasterq-dump) @ / &

a list with 8 datasets

2: Single-end data (fasterq-d @ / W Lectures ”argUeS
) .
e @ (Oxford Nanopore MinlON)
a list with 1 dataset
1: Pair-end data (fasterq-dum @ / & Lecturas curtes
p) . .
@ (Mlumina MiSeq)

a list with 1 pair

Si cliquem sobre «1: Pair-end data» i posteriorment sobre «1: SRR13236868»,
accedim a les dades crues d'lllumina. Observem que hi ha dues lectures diferents:
forward i reverse, pel fet que aquest métode de sequienciacié d'ADN proporciona
aquestes lectures per separat.

«¢ History: practica_BCB

« Pair-end data (fasterq-dump)

SRR13236868 /s

a pair with datasets

1: forward @

2: reverse @
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Si ara cliquem sobre I' @ de les lectures forward, se'ns mostrara el contingut
d’aquest arxiu, és a dir, el FASTQ, amb els seus encapcalats, sequéncies de
nucleotids + qualitat de cada base:

This dataset is large and only the first megabyte is shown below.
Show all | Save

@

NTACCTTCAAGAAGT CCTTTACCAGCTTTAGCCATAGCACCABAAAC AR AACTAGGGACEECCTCATCABGET TAGGAACATT AGAGLCTTGAATGECAGAT T TAATACCAGCATCACCCATGLCTACAGTATTGTTATCGETAGT ACATGECGCCACCAGC

/CBGEFFFFFF
@/1
T TTRGCTGLCATAT TG TG TTTCC TGARTT TCAGGETAAAGGC AT CECAAGE AGT TATTAAGT CATECC ARAGC TCAAAGGGCEATCTTGAGE LT TTCCGTATACAAGRARRATCAGGL TAGT TATCAGTTC TATT TG TC TCAAGET TTTGTAGTCGTCAGTGAGCAACT AGACGAGCAT A

ACAATGAGTTCGEGLACATA

CCCATTCCTTGOCAGT AR CCTTCT ACCT CACAC AT AR CAGT GAGST GG TT TTACCTACTTCTTC T AR TCAGEAT AG TG TCTAT GARAGT AT GCC TTACCAAC TTAGC CAACTAGT TCGAAT AGGCCGT CT TATTTCTAT TTTTTAACCTACCGAAC AAACGT GT TCTCTGTTAGAGTCACCGTCAACTACGET

&

NGTTATGCGTCCTTAARACTTGAGT AAGGTET ACAAGT GRAAAGT AGAGT TETTAAAGCTTCARAATT TTTAGGT TTGEGLAT TTTETTGTACCCGATCTCCTATTCRTCACTTASCTTTGTTCTACCCATAC TCCTAGTTACAGET TTAGAGATCATTACCTRGTTTGTGCTCCCCATTTTTTCAGTGTT

> BBCFFDL

Per a accedir a les lectures de MinlON, haurem de clicar sobre «2: Single-end
data» i sobre I' @ d’ «1: SRR13453794». En aquest cas, aquest métode de
sequenciacido només proporciona les sequéncies en sentit 5—3’.

Ja tenim les nostres lectures! Ara toca fer un control de qualitat.
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Practica 3: Control de qualitat de les lectures

Tot i que les técniques de sequenciacio son molt utils, els processos necessaris
fins a obtindre les dades finals (extraccio i fragmentacié de I'ADN, preparacio de
llibreries...) poden resultar en una degradacié de I'ADN, i donen lloc a unes
sequencies de baixa qualitat. A més, la tecnologia també introdueix uns certs
biaixos en les sequéncies, per exemple, una sobrerepresentacio de sequéencies
amb un cert contingut en GC [13]. També pot ser necessari llevar possibles
adaptadors usats per a la sequenciacio. Per a tot aixo, usarem dues eines molt
utils en el control de qualitat de les sequéncies. La primera d'elles és FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), que ens servira
per a veure l'estat de les nostres lectures. La segona sera Prinseq [14] que
servira per a llevar-nos aquelles sequéncies que ens aporten molt de soroll.

Aixi doncs, amb les dades crues d'lllumina i Nanopore carregades, visualitzarem
la seua qualitat. Per a aix0, utilitzarem I'eina que ja coneixem: FASTQC.

Una vegada dins de la propia eina, arrosseguem les lectures 1: Pair-end data
cap al rectangle a Raw read data from your current history, i li donem a Run tool
per a executar-la:

/ FastQC Read Quality reports [Galaxy Version 8.74:galaxy®) L IR B Run Tool

Tool Parameters

Raw read data from your current history *

D @ DO | *Par

Repetirem el mateix procés, perd amb les lectures 2: Single-end data.

| obtenim com a resultat:

=164G8 Qs W9 =
£ &

15: FastQC on collection 2: RawD #

L[}

ata

a list with 1 dataset

14: Fast@C on collection 2: Webp #
age

L[}

Sent el fitxer 8: FastQC on collection 1: Webpage

el et et visualitzador de la qualitat de les lectures
. Fastac on cotection - nouna # g  TOrward i reverse (per separat) d'lllumina, i el
ta fitxer 14: FastQC on collection 2: Webpage, el de
la Sl qualitat de les lectures de MinlON.

8: FastQC on collection 1: Webpa #
ge

L[}

a list with 1 pair

En primer lloc, visualitzarem la qualitat de les lectures forward d'lllumina:
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RFastQC Report

Summal . .
Y @Basm Statistics
Pu—— T T
Filensne Foruard. gz
@Psr sequence quality scores Encoding Sanger / Illumina 1.9
Per base sequence content TotalSepences) saen
Total Bases 235.3 Wbp
Per sequence GG content Sequences flagged a5 poor quality &
@Psr base N content Sequence length 35-251
o as

‘Sequence Length Distribution

@Leuuence Duplication Levels

D overrepresented sequences

(D adsoter Contert

@Per base sequence quality
Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding?

1234567081519 30-34 4549 6064 7579 9084 L10-LL4 135139 160164 135189 210214 235238
Position in read (op)

Tot seguit, veurem la qualitat de les reverse d’lllumina:

@FastQC Report

s
ummary @gasic statistics

@i satts I T

Filename rew

QPer base sequence qualty

File type Canventional base calls
@ Per sequence cusity scores encoding Sanger / Illurina 1.9
Per base sequence content Total Sequences oiseot
Total Bases 235.3 oo
Per sequence GC content sequences flagged a5 poor quality ©
() Per bese N content Sequence lengch 35-251
e @

'Sequence Length Distribution

(@ seauence Dupiication Levels
Q) overrepresented ssquences

@ﬂmer content @Per base sequence quality

Qualty scores across all bases (Sanger / luminz LS encoding)

T

itk 11 Y

| i

H ,,IIIILLLLLL

1234567081519 3034 4549 6064 7579 0084 110114 135139 160164 185188 210214 235238
Fostion in read (op)

Finalment, observem la qualitat de les lectures de MinlON:

22



Practica Galaxy: Ens iniciem en la Bioinformatica.
Carmen Amaro, Héctor Carmona-Salido i Rubén Salvador-Clavell

R@FastQC Report
Summary

@ asic statistcs

€ Per base sequence qualiy

@Basic statistics

Filenzne

File type
@) per sequence quality scores Encoding Sanger / Tllusina 1.9

Tatal Sequences

€ per bace sequence content

Per sequence GC content

@ per base N content

'Sequence Length Distribution

(@ sequence Dupiicstion Levels

@ overenresenied sequences
(D adanter content

@Per base sequence quality

Qualiy scores across all bases (Sanger /llmina 1.9 encoding)

123856780 150000999 500049999  75000-78599 105000-109999 140000144999 175000-L7¢
Position in read (bp]

Exercici opcional: Comentar les diferéncies que s'observen en el grafic Per
base sequence quality entre les lectures curtes i les llargues.

Veiem que el grafic de FastQC de les lectures de MinlON no és molt correcte.
Aixo és pel fet que aquesta eina esta especialitzada en lectures curtes. Per a
lectures llargues, tenim altres eines d'analisis de qualitat com NanoPlot [15].
Busquem l'eina i I'executem amb les lectures 2: Single-end data.

=104 0GB Q1z | 2
H- ]

22: NanoPlot on collection 2:Log # W
Transformed Histogram Read Len

gth

a st with 1 dataset

]

21: NanoPlot on collection 2: Hist #
ogram Read Length

a st with 1 dataset

L1}

26: NanoPlot on collection 2: Nan #
oStats post filtering

a bist with 1 dataset

]

19: NanoPlot on collection 2: Nan #
oStats

a st with 1 dataset

18: NanoPlot on collection 2: HT Els arxius HTML solen
ML report ser els informes de
a list with 1 dataset resultats

L1}

En visualitzem el resultat:
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Summary Statistics Report issue on Github

NanoPlot reports

Summary statistics

186345
6456113720
29250
4645
22166
47120

131

134
179354 4.8)
43459 (5.2)

27503 (8.8)

longest_read_{with_Q):4 23895 (14.4)
longest_read_{with_Q):5 19522 (11.7)

highest_Q_read_{with_length):1 19.3(1043)

highest_Q_read_{with_length}:2 189 (3678)
highest_Q_read {with_length}:3 18,8 (3291)
highest_Q_read_{with_lengtn):4 185 (6452)
highest_Q_read_{with_length):s 187 (5257)
Reads >Q5: 186237 (99.9%) 645 1Mb
Reads >QT: 184417 (99.0%) 639 9Mb
Reads >010: 167803 90.0%) 592 0Mb
Reads >Q12: 135445 (727%) 467.9M0
Reads >015: 34565 (18.5%) 133 4Mb

Read lengths vs Average read quality plot using dots

Read lengths vs Average read quality plot using dots

Average read quality

4] 2k 4k 6k ak 10k 12k 14k 16k 18k
Read lengths

Observem que el métode MinlON dona com a resultat un ventall molt gran de
longituds de lectura: des de grandaries molt xicotetes, de practicament 1 base,
fins a grandaries molt grans, majors de 18.000 bases. No obstant aix0, la qualitat
és prou baixa, amb una mitjana de 12.

Després de la visualitzaciéo de la qualitat de les lectures (curtes i llargues),
procedim al filtrat aplicant diferents parametres: qualitat minima i que ens trimege
les ultimes posicions de les lectures de mala qualitat. Utilitzarem I'eina PRINSEQ,
i definirem que les llibreries sén Paired-end (lllumina) o Single-end (MinlON). |
arrossegarem els arxius de les lectures al/als requadre/s.

24



Practica Galaxy: Ens iniciem en la Bioinformatica.
Carmen Amaro, Héctor Carmona-Salido i Rubén Salvador-Clavell

/ PRINSEQ to process quality of sequences (Galaxy Version .20.4+galaxy2) & v

Tool Parameters

Is this library paired- or single-end?

Paired-end
FASTQ file *
0O 0| o 5: (hidden) SRR13236868:forward - X =}
FASTQ files.
FASTQ file *
D 0O O 6: (hidden) SRR13236866reverse - X =

FASTQ files.

Per a les lectures curtes, en modificarem alguns parametres (la resta, els podem
deixar per defecte, o jugar amb els valors). En aquesta practica farem:

- “Filter sequences based on their mean score?” > YES
“Filter sequences based with too small mean score?” > YES
“Minimum mean score threshold to conserve sequences” > 25
- “Trim sequence by quality score?” > YES
“Trim sequence by quality score from the 3'-end?” > YES
“Quiality score threshold to trim positions” > 20

Exercici opcional: Usant les lectures d'lllumina, empreu una configuracio
diferent i compareu-ne els resultats. Per exemple, es filtren més o menys lectures?
Podriem ser més restrictius?

Resultat:

o Started tool PRINSEG and successfully added 1 job to the queue.
It produces 6 outputs:

+ 2&: PRINSEQ on data 6 and data 5: Good sequences for R1

« 29: PRINSEQ on data 6 and data 5: Good singleton sequences for R1
+ 38: PRINSEQ on data 6 and data 5: Rejected sequences for R1

* 31: PRINSEQ on data 6 and data 5: Good sequences for R2

= 32: PRINSEQ on data 6 and data 5: Good singleton sequences for R2
* 33: PRINSEQ on data 6 and data 5: Rejected sequences for R2

Els arxius que ens interessen (FASTQ filtrats) son el 28: PRINSEQ on data 6
and data 5: Good sequences for R1 (per a les lectures forward) i el 31:
PRINSEQ on data 6 and data 5: Good sequences for R2 (per a les reverse).
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Amb FASTQC en visualitzem la nova qualitat.

Per a les R1 (Forward): | per a les R2 (Reverse):

@per pase sequence quality o
Per base sequence quality

%ﬁwwﬂmﬁ%ﬁﬁﬁfﬁﬁ A

i)

tion n read {bp)

Veiem una millora considerable respecte de les dades crues. Aixi doncs, aquests
arxius «28» i «31» seran les nostres lectures filtrades definitives, que usarem per
a assemblar i obtindre el nostre genoma.

Per al cas de les lectures llargues de MinlON, podriem usar també PRINSEQ,
perd hi ha una altra eina anomenada NanoFilt molt més especialitzada en
lectures llargues de Nanopore, igual que ocorria amb la visualitzacio de la qualitat
d'aquestes lectures, que usavem NanoPlot. No obstant aixd, en I'entorn Galaxy
no trobem I'eina NanoFilt.

Aixi doncs utilitzarem una altra eina de filtrat d'arxius FASTQ com ara Filter
FASTQ. Aquesta eina permet filtrar per qualitat i per longitud de les lectures. En
el nostre cas, estem usant unes dades crues reals, no manipulades, per la qual
cosa, casualment, tenen una qualitat prou baixa (com ja vam veure en la
representacio de la qualitat). Per aix0, filtrarem només per longitud de lectura, i
ens quedarem amb aquelles lectures la longitud de les quals comprén entre 750
i 12.000 bases. Obtenim l'arxiu 38: Filter FASTQ on collection 2.
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Després de la visualitzacié per NanoPlot de la nova qualitat:

Metrics
number_of reads
number_of_bases
median_read_length
mean_read_length
read_length_stdev
n50
mean_qual
median_qual
longest_read_(with_Q):1
longest_read_(with_Q):2
longest_read_({with_Q):3
longest_read_(with_Q):4
longest_read_(with_Q):5
highest_Q_read_{with_length):1
highest_Q_read_{with_length):2
highest_Q_read_{with_length):3
highest_Q_read_{with_length):4
highest_Q_read_{with_length):5
Reads =Q5:
Reads >Q7:
Reads »Q10:
Reads »Q12:

Reads »Q15:

Summary statistics

177859
639826283 0

30480

3597 4

20931

4713.0

132

135

11998 (13.2)

11995 (12.3)

11990 (9.7)

11985 (5.6)

11985 (16.0)

193 (1049)

139 (3678)

1.8 (3291)

18.8 (6482)

18.7 (5257)

177755 (99.9%) 639 5Mb
176314 (99.1%) 634 6Mb
162813 (91.5%) 587 6Mb
133091 (74.8%) 484 8Mb
34387 (19.3%) 133 OMb

dataset

Read lengths vs Average re uality plot using dots

Read lengths vs Average read guality plot using dots

Average read quality

[:] 2k 4k

Observem una homogeneitat superior en les lectures

3
Read lengths

Bk

10k

. Ens quedarem amb

aquest arxiu «38» com a lectures llargues filtrades per a I'assemblatge final.
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Practica 4: Assemblatge de novo

Ja tenim les nostres lectures curtes i llargues filtrades i llistes per a assemblar-
les. Recordem quins arxius son importants:

- Lectures curtes:
» R1 (forward): «28: PRINSEQ on data 6 and data 5: Good
sequences for R1»
» R2 (reverse): «31: PRINSEQ on data 6 and data 5: Good
sequences for R2»
- Lectures llargues: «38: Filter FASTQ on collection 2»

Hi ha multitud de métodes d'assemblatge, cadascun basat en un algorisme
diferent. Es molt important provar diferents métodes per a esbrinar quin s'ajusta
millor a les nostres dades. En aquesta practica proposarem tres assemblatges
diferents, amb la condicioé de visualitzar-ne les diferéncies i quedar-nos amb el
millor assemblatge:

- Assemblatge amb les lectures curtes d’lllumina
- Assemblatge amb les lectures llargues de MinlON
- Assemblatge hibrid, combinant les lectures curtes i les llargues

Per a I'assemblatge de les lectures curtes s'utilitza I'eina SPAdes [16] ja que sol
produir els millors resultats.

# SPAdes genome assembler for genomes of regular and single-cell projects (Galaxy Version 3.15.5+galaxy®)
Tool Parameters
Operation mode *
Assembly and error correction

To run read error correction, reads should be in FASTA format.

Single-end or paired-end short-reads

. “ : .

Seleccionem “Paired-end:
. . ”
individual datasets

nt libraries, include the second library as additional set of short-reads.

Paired-end: individual datasets

It assumes that all samples belong to the same library. If you want to use samples from two diffes

FASTA/FASTQ file(s): forward reads *

5Z SPAdes on da
© = 33: PRINSEG o
3Z PRINSEQ o
31: PRINSEG on data 6 and data
38 PRINSEG on d e
29 PRINSEGR on data 6 and data 5: Good singleton sequences for R

28: PRINSEQ on data 6 and data 5: Good sequences for R1 @ La nostra R1 (“fO['Ward”)

FASTA/FASTQ file(s): reverse reads *

33: PRINSEG on 6 d e =]
32 PRINSE@ on d a 5 Juences for R2
31: PRINSEG on data 6 and data 5: Good sequences for R2 @ I_a nostra R2 (“ reverse”)
38: PRINSEQ on data 6 and data 5: Rejected sequences for R1

29 PRINSE® on data 6 and data 5: Good singleton sequences for R1

La resta dels camps els deixem per defecte (per a aquesta practica).
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El resultat que n’obtenim:

L]

53: SPAdes on data 31and d @ #
ata 28: Scaffolds

52: SPAdes ondata 31andd @ / W @ FASTA amb els contigs
ata 28: Contigs s
de I'ensamblat
51: SPAdes on data 31and da @ # W&
ta 28: Assembly graph with s @ Arxiu GRAFO
caffolds

50: SPAdes on data 31 andd © # &
ata 28: Assembly graph

Podem descarregar-nos I'arxiu FASTA clicant sobre el resultat «52» i donant-li a
«Savev.

Per a I'assemblatge de lectures llargues, usem Flye [17]. Arrosseguem les
lectures de MinlON filtrades («38») al requadre de FASTQ i determinem el mode
de I'assemblatge, és a dir, quin tipus de lectura estem introduint en l'eina, en el
nostre cas, Nanopore raw (--nano-raw). La resta dels camps també els deixem
per defecte (per a aquesta practica).

El resultat que n’obtenim:

57: Flye on data 3%: assembl « / &
y info

56: Flye on data 39: graphica & # & .

| fragment assembly Arxiu GRAFO
55: Flye on data 39: assembl @ / &

y graph

54: Flye on data 39: consens @ # § FASTA amb elS COI‘II‘igS
= de 'ensamblat

D'igual manera, podem descarregar-nos l'arxiu FASTA clicant sobre el resultat
«54» i donant-li a Save.

Finalment, per a I'assemblatge hibrid, utilitzarem I'eina Unicycler [18]. Aquesta
aplicacié permet assemblar lectures curtes, lectures llargues i una combinacié
dels dos tipus, obtenint perqué un assemblatge és molt més fiable i de major
qualitat. En comptar tant amb lectures llargues com lectures curtes, podem
obtindre millors resultats, ja que totes dues tecnologies es complementen i els
avantatges d'una ajuden a suplir les mancances de l'altra.

Aixi doncs, introduirem tant les lectures curtes forward i reverse com també les
llargues de MinlON. A més, Unicycler permet realitzar I'assemblatge seguint tres
modes diferents:

- Normal: genera contigs de grandaria moderada i comporta una taxa
d'errors d'assemblatge.

- Conservatiu: genera contigs més curts, perd amb un error d'assemblatge
menor.

- Robust: genera contigs de major grandaria, amb una taxa d'error
d'assemblatge major.
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En la nostra practica, utilitzarem el mode normal, perd sentiu-vos lliures de jugar
amb els modes d'assemblatge en un futur, i compareu-ne els resultats entre si.

La resta dels parametres els deixem per defecte (per a aquesta practica).

/# Create assemblies with Unicycler pipeline for bacterial genomes (Galaxy Version 8.5 8+galaxy)

Tool Parameters
Paired or Single end data?

Paired

Select between paired and single end data

Select first set of reads *

D 0| D 28: PRINSEG on data 6 and data 5: Good sequences for R1 LeCtU res curtes R1 (“fOI'Ward”)

Specify dataset with forward reads {-1)
Select second set of reads *

O @ o 31: PRINSEG on data 6 and data 5: Good sequences for R2 Lectures curtes R2 (“reverse”)
Specify dataset with reverse reads (-2)

Select leng reads. If there are no long reads, leave this empty - ceto

Ol G O 3&: Filter FASTA on collection 2

Tttt

Lectures llargues
sts This is a batch mode input field. Separate jobs will be triggered for each dataset selection
{—lena)

Select Bridging mode *

Modo “Normal”

Mormal {moderate contig size and misassembly rate)

1)

El resultat que n’obtenim:

68: Create assemblies with Unic / §

e FASTA amb els contigs de
a fist with 1 dataset |,assemb|atge

59: Create assemblies with Unic

' |

ycler on collection 38: Final Ass

embly Graph @ Arxiu GRAFO
L

a list with 1 dataset
568: Create assemblies with Unic

ycler on collection 38: SPAdes g
raphs

a list with 1 list

Finalment, descarreguem l'arxiu FASTA clicant sobre el resultat «60» i donant-li
a Save.

Ja tenim els nostres tres assemblatges del genoma de la soca Vv5 de V.
vulnificus. Amb ells podem treballar d'ara en avant.

Cal dir que, com que amb el temps de la practica no podrem fer els tres
assemblatges (son diverses hores d'execucié de les eines), carregarem
directament els arxius FASTA que ja hem obtingut anteriorment (i els tindreu a
I'aula virtual).
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Per a aix0, usarem la funcié de Galaxy Carregar Dades, la qual trobem en la
seccio «Eines». Se'ns obrira una finestra emergent:

Upload from Disk or Web

egu Composi Collection Rule-based
You added 3 file{s) to the queue. Add more files or click "Start’ to proceed
Name Size Type Genome Settings Status
0 |galaxy52-spades fasi 51MB sta .| Q unspecified (2) o 0]
0 |galaxy54-flye fasta 5.2 MB sta .| QL unspecifi =] 0]
B |galaxy62_unicycler.fz 51MB sta Q unspecified o o
Aquest bot6 ens permet triar els
arxius FASTA que volem carregar i
que tenim situats localment
Tr@au}: Auto-detect . |Q Genome (set all): unspecified (?
DJElegir archives locales E=Choose remote files [#Paste/Feich data m Pause Reset Close

Després de seleccionar els tres FASTA, canviem el tipus d'arxiu (Type) a fasta.
Li donem a «Start». Una vegada carregats, podem tancar la finestra emergent.

Ja tenim carregats els nostres FASTA:

practica_BCB /
=gl Qi w37 2
= o a
80: galaxy62_unicycler.fasta @ # &
79: galaxy54-flye fasta @ F W
78: galaxy52-spades.fasta @, W

Aixi mateix, descarregarem els arxius GRAF i els carregarem també a Galaxy.
Aquests arxius ens permetran visualitzar amb I'eina Bandage la disposicio
espacial dels contigs del nostre genoma.

Usem també I'accié «Carregar Dades» de la seccié d’Eines. Seleccionem els tres
arxius GRAF, i en aquest cas no és necessari assignar el tipus d'arxiu en «Type».
Li donem a «Start». Una vegada carregats, podem tancar la finestra emergent.

Ja tenim carregats els nostres GRAFOS: practica_BCB ’

a
-

180: galaxy6lunicycler_grap & #
h.gfal

uj

9%: galaxy56_flye_graph.txt @ #

uj

98: galaxy51_spades_graph.tx & # W
t
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Practica 5: Comparacio dels assemblatges

Com a resultat de la practica anterior hem obtingut diversos assemblatges
diferents. En aquesta practica, utilitzarem Bandage [19] per a visualitzar-ne els
grafs obtinguts i Quast [20] per a comprar diferents estadistics. Aixd ens permetra
seleccionar el millor de tots. En primer lloc, visualitzarem la informacié
relacionada amb els nostres assemblatges. Usarem els arxius GRAFO en I'eina
Bandage Info, que trobarem en el panell d’ «Eines»:

/# Bandage Info determine statistics of de nove assembly graphs [Galaxy Version 2822 80+galaxy2)

Tool Parameters
Graphical Fragment Assembly *

0 © | o || o7 galawystunicycler_grapngfat @ Aqui seleccionem els arxius

Supports multiple assembly graph formats: LastGraph (Velvet), FASTG (SPAdes), Trinity fasta, ASQG and GFA

Resultat per al GRAFO d’ SPAdes:
= =

Nede count: 428
Edge count: 578
Smallest edge overlap (bpl: 127
Largest edge overlap (bpl 127

Total length (bpl 5263714
Total length ne overlaps {bp) 5289612
Dead ends: 4
Percentage dead ends: 9.46729%
Connected compeonents: 18
Largest component {bp}: 3195785
Total length erphaned nodes (bp): 978

N5® (bpl: 186203
Shortest node (bp): 128
Lower quartile node (bp): 158
Median node (bp): 268
Upper quartile node (bp): 1539
Longest node (bp): 331666
Median depth: 366682
Estimated sequence length (bp: 5536437
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Resultat per al GRAFO de Flye:
oo o= |

Node count:

Edge count:

Smallest edge overlap (bpl
Largest edge overlap (bp|:
Total length (bp):

Total length no overlaps {bp):
Dead ends:

Percentage dead ends:
Connected components:
Largest component {bp)
Total length erphaned nodes (bp):
N3B (bp)

Shortest node (bp):

Lewer quartile node (bp):
Median node (bp]:

Upper quartile node (bp):
Longest node (bp):

Median depth:

Estimated sequence length (bp):

il

28

1]

]
5203477
320347
e

8%

4
3469391
1]
1574179
19
2666
37466
839181
1761235
8

]

Resultat per al GRAFO d’Unicycler:
= e

Node count:

Edge count:

Smallest edge overlap (bp)
Largest edge overlap (bp)
Total length (bp):

Total length ne overlaps (bp):
Dead ends:

Percentage dead ends:
Connected components:
Largest component (bp):
Total length orphaned nodes (bp):
N3® (bpl

Shortest node (bp):

Lower quartile node (bp):
Median node (bp)

Upper quartile node (bp):
Longest node (bp):

Median depth:

Estimated sequence length (bp):

A continuacio,

78

L]

@
531379
531319
L]

8%

3
347391
L]
2918855
1

44

m

559
2918855
L]

]

visualitzem l'assemblatge com a tal, mitjancant I'eina Bandage

Image; d'igual manera que en el cas anterior, seleccionem els arxius GRAFO
carregats, i la resta dels parametres els deixem per defecte.
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Resultat per al GRAFO d’SPAdes:

v -t
A~
X

27
4»‘( [ Vo=
\!lé{{f,: el
\4

6"'4

. 5D
TN

Resultat per al GRAFO de Flye:
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Resultat per al GRAFO d’Unicycler:

A
0
0

Si en fem memoria, el nombre de contigs del genoma ha de ser igual al nombre
de cromosomes (+ plasmidis o altres elements genétics mobils, si és el cas) del
bacteri; en cas de no tenir un assemblatge aixi, el nombre de contigs hauria de
ser el menor possible, i preferiblement units entre si en el GRAFO.

Aixi doncs, observant-ne els resultats obtinguts, podriem pensar que I'eina Flye
ens ha donat un assemblatge del genoma millor, ja que la seua eixida ha donat
11 nodes (equivalents al numero de contigs), la majoria dels quals estan
connectats amb els seus possibles cromosomes, davant dels 428 i 67 nodes
d'lllumina i Unicycler, respectivament. No obstant aix0, farem altres analisis de
qualitat dels assemblatges resultants per a comparar-los i decidir amb quin ens
quedem.

En primer lloc, obtindrem unes estadistiques generals de cada assemblatge, com
I N50 o I' L50. Una bona eina per a aix0 és Quast. Perd, abans, un breu
recordatori dels arxius a utilitzar:

- Assemblatge amb lectures curtes: “78: galaxy52-spades.fasta”
- Assemblatge amb lectures llargues: “79: galaxy54-flye.fasta”
- Assemblatge hibrid: “80: galaxy62_unicycler.fasta”

El primer que hem de fer és canviar el mode d'assemblatge a assemblatge
individual, ja que en el nostre cas cada assemblatge esta en un arxiu.
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Seleccionarem també cadascun dels assemblatges, per a aix0, primer clicarem
en «multiples datasets» i seleccionarem cadascun dels arxius mantenint polsada
la tecla «Control/Ctrl». D'aquesta manera, el programa s'executara alhora per a
cadascun dels assemblatges.

# Quast Genome assembly Quality (Galaxy Version 5.2.8+galaxy1) o & -

Tool Parameters
Assembly mode?

Individual assembly (1 contig file per sample)

@ Aci hem de canviar a «Individual assembly»

Useful to know if contigs have been generated all samples together (co-assembly) or on each sample individually (individual assembly)
Use customized names for the input files?

No, use dataset names v

They will be used in reports, plots and logs

Contigs/scaffolds fjle ' . .
Ci seleccionem els arxius

D ) 80: galaxy62_unicycler.fasta x =
79: galaxy54-flye fasta
78: galaxy52-spades.fasta
54: Flye on data 39: consensus
53: SPAdes on data 31 and data 28: Scaffolds

52: SPAdes on data 31 and data 28: Contigs

% This is a batch mode input field. Separate jobs will be triggered for each dataset selection.

Addicionalment, es pot fer una estimacié del nombre de gens o la busca
d'ortdlegs amb BUSCO. Tanmateix, aixd ho farem més endavant. Una altra opcid
és canviar l'arxiu d'eixida perqué genere l'informe en altres formats (PDF per
exemple). Nosaltres ho deixarem per defecte.

Una vegada tenim les opcions que volem, fem servir I'eina, la qual ens generara
el seguent informe:

QUAST

Quality Assessment Tool for Genome Assemblies by CAB

21 March 2024, Thursday, 12:11:13
View in Icarus contig browser
All statistics are based on contigs of size »= 500bp, unless otherwise noted (e.g., "2 contigs (== 0 bp)" and "Total length (== 0 bp)" include all contigs).

Statistics without reference — galaxy52-spades_fasta
# contigs B87

# contigs (= 0 bp) 177

# contigs {>= 1000 bp) 74
Largest contig 389976
Total length 5217891
Total length (== 0 bp) 5239614
Total length (== 1000 bp) 5209269
N50 139954
NS0 40441
aul 151480
L50 12

Le0 39

GC (%) 46.59
Mismatches

# N's per 100 kbp 0

£N's 0

Si els comparem, n’obtenim aco:
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Statistics without reference

galaxy52-spades_fasta

galaxy54-flye_fasta

galaxy62_unicycler_fasta

# contigs 87 7 18

# contigs (>= 0 bp) 177 7 36

# contigs (>= 1000 bp) 74 7 15
Largest contig 389976 1767815 2910055
Total length 5217891 5321355 5309019
Total length (== 0 bp) 5230614 5321355 5312465
Total length (== 1000 bp) 5209269 5321355 5307 255
N50 139654 1521755 2910055
N2OD 40441 327088 285508
aulN 161480 1426432 2212148
L50 12 2 1

L20 39 = 3

GC (%) 46.59 46.67 46.64
Mismatches

# N's per 100 kbp 0 0 0

#N's 0 0 0

D'aquest informe, hi ha diversos estadistiques molt importants que ens ajudaran
a triar el millor assemblatge d'entre els tres que hem generat. Aquests son:
numero de contigs, N50/N90 i L50/L90. A més, també és convenient revisar el
contingut en GC, perqué sol ser prou constant dins de cada espécie.

A més, és interessant revisar els grafics que genera el programa. Per a entendre
la informacio que proporciona, ens quedem amb I'assemblatge de Flye. El primer
d'ells, el de llargaria acumulada, té una forma corba que s'estabilitza al voltant
d’'un valor. Aquest grafic es basa en l'ordenaci6 per grandaria dels contigs que
hem vist per a I'N50 i I'L50. Representa la grandaria de I'assemblatge segons
afegim més contigs. En la imatge de sota podem veure que si col-loquem el
cursor per a cada valor de l'eix X (és a dir, cada contig) podem veure’n la
grandaria equivalent; aixi, en aquest cas, amb tres contigs tenim una grandaria
total de 4.697.905 pb. Per tant, el valor en el qual s'estabilitza és la grandaria
total de I'assemblatge, que sera el resultat de la suma de tots els contigs.

Plots: Cumulative length Nx GC content
5.5Mbp

galaxy54-flye_fasta

/ 3rd contig:

4 697 905, galaxy54-flye_fasta

o 1 2 3 4 5 3 7theontig

Contigs are ordered from largest (contig #1) to smallest.
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El segon grafic, I' Nx, també es basa en I'ordenacié per grandaria dels contigs,
perd en aquest cas representa la grandaria de cada contig i el percentatge
acumulat del genoma que suposen. Per exemple, en el cas de la figura de sota,
els dos contigs més grans suposen un 61,8 % del total de la grandaria de
I'assemblatge i el segon té una grandaria aproximada de 1,5 Mpb.

Plots: Cumulative length Nx GC content
Nx=2Mop galaxy54-flye_fasta

61.818%:
1521 755, galaxys4-flye_fasta

El tercer grafic també és molt informatiu, especialment si tenim alguna
contaminacioé o un mal assemblatge. Per a generar aquesta imatge, el programa
trenca l'assemblatge en “finestres” de 100 pb sobre les quals calcula el contingut
en GC. Després, representa la quantitat de finestres que hi ha per a cada
percentatge en GC. En I'histograma d’aquest assemblatge, veiem que el maxim
es troba en el 48 %, amb 3.807 finestres amb aquest percentatge. Com veiem,
aquest valor esta molt prop del contingut total de I'assemblatge, que és 46,67 %.
Si tinguérem cap mena de contaminacio, veuriem un altre maxim relatiu en valors
meés allunyats.

Plots: Cumulative length Nx GC content . Normal / logarithmic scale
so00 48 % GC:
000 windows

3807, galaxy54-flye_fasta
N

e/ I“"‘.

galaxys4-flye_fasta
by contigs

~ '\,‘
— d \\

0 10 20 0 40 s0 i 70 £ E 100% GC

Contigs are broken into nonoverlapping 100 bp windows. Plot shows number of windows for each GC percentage.
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Exercici opcional: Revisar i comentar les grafiques que es generen per a la
resta dels assemblatges. S6n comparables?

A priori, el millor assemblatge seria el que hem obtingut amb Flye, perqué té un
nombre de contigs inferior. No obstant aixo, el que hem obtingut amb Unicycler
té un L50 i un L90 més baixos, i 'N50 més alt. Per tant, no convé descartar-lo
encara. Per a prendre una millor decisié sobre quin genoma mantenir, valorarem
el grau de completesa de cadascun. Per a aix0, usarem BUSCO, el qual busca
en cada genoma una série de gens que estan conservats en diferents grups.

Una vegada tenim l'eina, el primer, com sempre, sera seleccionar els arxius
sobre els quals treballarem. Després, passem a triar I'algorisme per a la busca
de gens. BUSCO ofereix dues alternatives: Metaeuk (per defecte) i Augustus. La
diferéncia entre ambdues és que Metaeuk és més rapid perd un poc menys
sensible que Augustus. Aquesta diferéncia és més notdoria en organismes
eucariotes, on la busca de gens és més complexa a causa de la preséncia
d'introns i exons, a més, els genomes sén molt més grans. Atés que el genoma
del nostre V. vulnificus no és gran, usarem Augustus.

/ Busco assess genome assembly and annotation completeness (Galaxy Version 5.5.8+galaxy®)

Tool Parameters

Sequences to analyse *
0 1] (] 80: galaxy62_unicycler.fasta
79: galaxy54-flyefasta Aci seleccionem els arxius
78: galaxy52-spades.fasta
54: Flye on data 3%9: consensus
53: SPAdes on data 31 and data 2&: Scaffolds
52 SPAdes on data 31 and data 2&: Contigs

it This is a batch mode input field. Separate jobs will be triggered for each dataset selection.

Can be an assembled genome or transcriptome (DNA), or protein sequences from an annotated gene set.
Lineage data source

Download lineage data

Mode

Genome assemblies (DNA)

(—mode)

Generate miniprot output

) No

Use Augustus instead of Metaeuk

Yes, use Augustus c Canviem a Augustus
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Use Augustus instead of Metaeuk

Yes, use Augustus

Augustus species model
Use the default species for selected lineage

Optimization mode Augustus self-training

@) Mo

Adds considerably to run time, but can improve results for some non-model organisms (--long)

Auto-detect or select lineage?

Seleccionarem el millor dataset

manualment
Let BUSCO decide the best lineage automatically, or select from known lineage

Select lineage

Lineage *
Seleccionarem la base de dades

Vibrionales .
e de «Vibrionales»

(—-lineage_dataset)

Quan ho tinguem tot, fem servir I'eina. Aixo ens generara dues eixides: una taula
completa i un breu resum. Encara que la taula completa té més informacio, per
a obtindre els estadistiques, simplement ens anirem al breu resum, que tindra
aquesta forma:

EEEERFE Results: EEEEX

€:99.9%[5:99.8%,D:0.1%],F:0.1%,M:8.0%,n:1445
1443 Complete BUSCOs (C)
1442 Complete and single-copy BUSCOs (S)

Complete and duplicated BUSCOs (D)
Fragmented BUSCOs (F)

Missing BUSCOs (M)

Total BUSCO groups searched

També genera estadistiques de I'assemblatge, pero per a aixo tenim els de Quast.
Ens interessa el nombre de gens que ha trobat. Si comparem els tres
assemblatges, veiem que, encara que I'assemblatge per Flye semblava millor en
termes de contiguitat, realment té més errors d'assemblatge.

*E2EE% pacylig: FEEEE

C:94.5%[5:94.4%,D:0.1%] ,F:3.5%,M:2.0%,n:1445
1365 Complete BUSCOs {C)
1364 Complete and single-copy BUSCOs (S)

1 Complete and duplicated BUSCOs (D)
51 Fragmented BUSCOs (F)

29 Missing BUSCOs (M)

1445 Total BUSCO groups searched

Una explicacié d’aquest fenomen és la taxa d'error superior de les lectures de
MinlON, ja que en lI'assemblatge hibrid es troben quasi tots els gens. Per aixd és
important generar diversos assemblatges i comparar-los entre si.
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Ara ja comptem amb prou informacié per a decidir quin és el millor assemblatge
de tots els generats. EI que menys errors té fins i tot mantenint una bona
contiguitat és I'hibrid amb Unicycler, que sera el que usarem a partir d'ara.
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Practica 6: Poliment d'assemblatges

Com ja hem comentat, el fet d'usar lectures llargues implica afegir-hi potencials
errors d'assemblatge. Per a aix0, polirem el nostre assemblatge amb Pilon. Per
tant, el primer que farem sera fer el mapatge de les nostres lectures d'lllumina
davant de I'assemblatge amb BWA-MEM2.

# BWA-MEM2Z - map medium and long reads (> 188 bp) against reference genome (Galaxy Version 2.2.1+galaxy1)

Tool Parameters

Will you select a reference genome from your history or use a built-in index?

) ) o Seleccionem l'opcid d'introduir
Use a genome from history and build index ..
manualment la nostra referéncia

Built-ins were indexed using default options. See "Indexes’ section of help below

Use the following dataset as the reference sequence *

D © O @60 galaws2 unicyclerfasta @ Introduim I'assemblatge d'Unicycler

You can upload a FASTA sequence to the history and use it as reference

Single or Paired-end reads

Paired

Select between paired and single end data

Select first set of reads *

O 0 o 28: PRINSEG on data 6 and data 5: Good sequences for R1

Seleccionem les
lectures d'lllumina
filtrades

Specify dataset with forward reads

Select second set of reads *

R 1 I 31: PRINSEQ on data 6 and data 5: Good sequences for R2

Specify dataset with reverse reads
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Una vegada tenim l'arxiu SAM, podem anar-nos a Pilon.

& pilon An automated genome assembly improvement and variant detection teol (Galaxy Version 1.28.1)

Tool Parameters

Source for reference genome used for BAM alignments

Use a genome from history @ Revisar que estiga I'opcié de I'historial

Select a reference genome *

D @ 0| 80 galaxys2 unicyclerfasta @ Introduim I'assemblatge d'Unicycler

Type automatically determined by pilon

& e

Input BAM file *

D DO 133: BWA-MEM2 on data 31, data 28, and data 88 (mapped reads in BAM format)

1)

Automaticament detectara I'arxiu SAM
(comprimit es diu-BAM)

{bam)
Variant calling mode

© v
Sets up heuristics for variant calling, as opposed to assembly improvement; equivalent to '--vcf --fix all breaks. (variant)

Create changes file

Generarem també un arxiu amb els
@ ves canvis que faga Pilon

If specified, a file listing changes in the .fasta will be generated. (changes)

Use advanced options

Use advanced options @ Necessitem canviar a opcions avangades

Paired end fragments

@ - @ Cal assenyalar que tenim paired end reads
Input BAM file (paired end fragments) *

[ma} 133: BWA-MEMZ on data 31, data 28, and data 80 {mapped reads in BAM format)

BAM file consisting of fragment paired-end alignments. (frags)

Amb totes les opcions canviades, fem servir I'eina, la qual ens generara tres
arxius. El primer és un arxiu que es denomina variant calling file (VCF), perd
aquest representa tot el genoma i tenim un resum més concis en l'arxiu de canvis
en FASTA, que és aquest:
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2 1_pilon:141962
1142020 1 pilon:142828
1328482 1 pilon:328482
1328647 1 pilon:328647
1328700 1 pilon:328788
1328749 1 pilon:328749
1 pilon:328767
@ 1 pilon:32877@
1_pilon:328797
1 pilon:328818
2 1 pilon:328812
1 _pilon:328884
1 pilon:328898
1 _pilon:328894
1_pilon:328899
32 1 pilon:328932
1_pilon:328951
1_pilon:329825
} 1_pilon:329673
3 1 _pilon:329143
1 pilon
1 pilon
: 1_pilon
1329266 1 pilon
1329275 1 pilon
1329371 1 _pilon
1329396 1 pilon
1329398 1 pilon
1329416 1_pilon:3:
1511741 1 pilon
:633957-633958 1_pilon:
:1324986-1324987 1_pilon:
11675262 1 pilon:1675258
11855366 1 _pilon:1855361
:186493@ 1 _pilon:1864925
12871713 1 pilon:2871787
12871755 1_pilon: 2871749
12871962 1_pilon: 2871956
12072327 1_pilon:2872321
12872395 1 _pilon: 2872389
12872448 1 pilon: 2073
12872472 1 _pilon: 2872466
12782359 1 _pilon:2782353
:2786541-2786542 1 pilon:
12824881 1 pilon:2824872
12825106 1_pilon:2825897
12985919 1 pilon:290591@ G
65816 2 pilon:465816 G .
2:567835 2 pilon:567834 A G
2:1636444 2 pilon:1636443 A C
1144641 -144855 3 pilon:144641-144855 GCCGCTATTAACGAC AGTGCTATTAACACT
1166777 3_pilon:166777 . A
3:250057 3 pilon:250058 G C
197803 4 pilon:97883 G A

BAA=-PE =AM =MPE=-=-== "M =<0=->P2M00M0M0

vt}
OEREOEAMAEODOAEEERUAANOAOEE AN danNnEnAdEro>noo——-d-4A

B o

PO=- =G0 M

=]

i3
1
il
1
1
il
i3
i3
i3
i3
i3
i3
i3
i3
1:
i3
i3
al3
i3
i3
i3
i3
i3
1
1
il
1
il
il
1
il
il
1
il
il
1
il
1
1
il
1
1
il
1
1
il
1

Per ordre, el primer numero assenyala el contig on s'ha produit el canvi, seguit
de dos punts, la posicio, el nou nom que té el contig i el canvi (primer 'estat inicial
i després el canvi). Si ens hi fixem, en la seua majoria son canvis menors, pero
el primer canvi del contig 3 si que €s un canvi major. Aquests canvis suposen
que de noves lectures es puguen fer mapatges sobre el genoma i porten, a més,
canvis. Per aix0, es solen fer diverses rondes de Pilon fins que només hi ha un
nombre minim de canvis. Per a aquest genoma, si fem una nova ronda,
observarem que no hi ha canvis, cosa per la qual ja tenim el nostre assemblatge
polit i a punt per a ser anotat. Perd abans, farem un ultim control de qualitat.

Exercici opcional: Fer un poliment de I'assemblatge amb Flye i, posteriorment,
comparar els valors de BUSCO per a veure si milloren.
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Practica 7: Identitat Nucleotidica Mitjana (ANI)

Per a verificar que la nostra soca efectivament correspon a una soca de
V. vulnificus, compararem el genoma de la soca Vv5 amb uns altres de l'espécie.
Després, calcularem la identitat nucleotidica mitjana (ANI, per les seues sigles
en anglés) i comprovarem si €s superior al 95 %, el limit estandarditzat per a la
diferenciacié d'espécies [21]. En primer lloc, ens descarregarem el nostre
genoma polit.

140: FASTA from pilonondat @ # W
a 137 and data 136

Add Tags @

36 sequences

formato fasta, base de datos ?

Pilon version 1.28 Tue Sep 20
26:40:09 2616 -G0480
Descarregarem el nostre Genome: reference.fasta 7

genoma =>B.5*acm.+.?

»1_pilon_pilon

ACAGTTAATTTTCCAGAT TOGTATAAGCCAATTTTCTRGRCTCTTC
AALTCAATACCAAAAAL TAAATAGAGAALGAGGAGTCTATCTTGLT
TCTAAGGAGAGAGOTATGTCCCAAGAAGC TCTGAT TTCACGTCTCA
AT TACTTGAA TGO TCAATCOAGATAATTTTOATTTTTCTGAGLTA

3

Posteriorment, anirem al web de I'NCBI (htips://www.ncbi.nlm.nih.gov/) i

descarregarem un genoma depositat de I'espécie.

National Library of Medicine

National Center for Biatechnology Information

Genome hd |vibri0 vulnificus

| p—

NCBI Home )

Resource List | Canviem a Genomes Cerquem la nostra especie nce and health by providing access to
All Resources biomedical and genomic information.

Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog

Mata @ Qafhuares
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Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus is a species of g-proteobacteria in the family Vibrionaceae.

‘ Browse taxonomy ‘

Current scientific name Vibrio vulnificus
Taxonomic rank species

NCBI Taxonomy ID 672

Genome

c Visualitzem els genomes disponibles

Browse all 2,222 genomes

\:] Assembly GenBank RefSeq Scientific name Meodifier Annotation Action > ‘
H NCBI RefSet, -
(0 AsMo74v En seleccionem un 51 Vibrio vulnificus YJ016 YJO016 (strain) H
Subi ’

[0 enayuan-GCF_000009745.1 GCA_963860095.1 Vibrio vulnificus YJ016 View details

Descarreguem
1 Download

Download Package

1 genome selected for download

Select file source Select file types

@ Al Genome sequences (FASTA)

(O RefSeqonly (] Annotation features (GTF)

(O GenBank only [C] Annotation features (GFF)
O

Sequence and annotation (GBFF)

Transcripts (FASTA)

O

Genomic coding sequences (FASTA)

]

Protein (FASTA)

O

Sequence report (JSONL)

Your selected data will be downloaded as a ZIP archive

Estimated file size is 3 MB

Name your file

nchi_dataset.zip

Cancel Download
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En l'ultima finestra podrem afegir arxius d'anotacio en diferents formats, per a la
nostra analisi només necessitarem I'arxiu FASTA (que tindra extensio “.fna”. Ho
descomprimim i ens anirem al web de calculadora d'ANI en

https://www.ezbiocloud.net/tools/ani

Introduim un dels genomes (té

igual I'ordre)
n_data_137_and_data_136].f

Fasta QC  Galaxy140-{FASTA from_pilon_oi asta
5,312,456 1,421,224 1,235,873 1,241,915
@ Introduim I'altre
Fasta QC vJo16.fna
3 5,260,086 1,401,315 230,428 1225037

@ Li donem a “Calcular”

alculate OrthoANIu Results

Upload two genomes and press the calculate button

Després d'una estona, n’obtindrem aco:

OrthoANIu value (%)
Genome A length (bp)
Genome B length (bp)

Average aligned length (bp)
Genome A coverage (%)

Genome B coverage (%)

1,413,444 0 46.64

linia:

El més important d'aquesta taula és la primera fila, la qual ens diu el valor de
I'ANI. En aquest cas és de 98,08 (> 95 %), cosa per la qual podem assegurar

que la soca Vv5 efectivament és V. vulnificus.
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Practica 8: Anotacio

Després d’aquest breu respir de Galaxy, podem tornar amb I'anotacio. L'anotacio
consisteix en l'acotacid de les regions codificants en el nostre genoma. Hi ha
diversos programes per a anotar el nostre genoma. Prokka [22] és considerat un
dels anotadors estandard en genomes procariotes. No obstant aix0, des de 2019
va deixar d'actualitzar-se i el mateix autor recomana ara usar Bakta [23]. Les
bases per a 'assignacio de regions en Bakta sén aquestes:

» ldentificar les fraccions del genoma que no codifiquen per a proteines (per
exemple: tRNAs o CRISPR arrays).

» ldentificar els elements genétics en el genoma (principalment la prediccid
de gens).

» Adjuntar la informacié bioldgica disponible a aquests elements, buscant
sequencies homologues en bases de dades.

Aquest nou anotador té com a afegit la busca d'homolegs en bases de dades tan
importants com ara CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database)
per a trobar gens de resisténcia a antibidtics o VFDB (Virulence Factor Database)
per a detectar gens de viruléncia entre moltes altres. A més, ambdues estan en
Galaxy!

L'anotacid sera tan senzilla com indicar que assemblatge usarem (el poliment
amb Pilon) i, opcionalment, podem afegir el nom del génere, espécie, soca...
Aix0 sera necessari per a depositar els arxius en bases de dades publiques (com
ara el NCBI). També pot ser interessant obtindre un arxiu resumen en TXT i,
sobretot, un arxiu amb format GenBank, perqué molts programes de visualitzacio
de genomes (com SnapGeneViewer) ho necessiten.

L'eixida d’aquest programa és la seguent:

145: Bakta on data 140: Analy @ # W
sis_summary @ Breu resum de I'anotacio

144: Bakta on data 148: Nucl @ # W MULTIFASTA amb les seqliéncies
eotide_sequences dels gens en nucleotids

143: Bakta on data 140: bakta @ /' W Arxiu GenBank amb totes les
_output.gbff @ anotacions

142: Bakta on data 148: Anno @ #° B : Taula amb una descripcio

tation_and_sequences exhaustiva de cada gen anotat

141: Bakta on data 140: annot @ # W Taula amb una breu descripci6 de
ation_summary cada gen anotat
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El resum de I'anotacié ens ofereix aquesta informacio:

Sequence(s):

Length: 5312456
Count: 36

GC: 46.6

N58: 2918046

N ratio: @.@

coding density: 87.5

Annotation:
tRNAs: 183
tmRNA=: 1

rRNAs: 208

ncRNAs: 32

ncRNA regions: 28
CRISPR arrays: 1
CD5s: 4699
pseudogenes: 5
hypotheticals: 99
signal peptides: 8

orilTs: @

Bakta:

Software: v1.9.2

Database: v5.8, full

DOI: 18.1899/mgen.@.0006385

URL: github.com/oschwengers/bakta

Amb aixo ja tindriem el nostre genoma anotat per a futures analisis!

Exercici opcional: Reviseu els diferents arxius d'eixida de Bakta. La imatge que
genera té quatre anells interiors, en ordre representen un GC skew (en blau i
taronja), el contingut en GC (en verd i roig), els diferents CDS (Coding
Sequences) de la cadena negativa i els de la cadena positiva. Quina rellevancia
bioldgica té eixe biaix d'unes certes regions en el GC skew?
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Practica opcional: Mapatge

Tots els passos explicats fins ara han sigut per a obtindre un genoma de novo,
és a dir, del qual no tenim cap referéncia. Una altra opci6 és obtindre-lo a partir
d'un mapatge de les nostres lectures contra un genoma de referencia. Aquest
procés pot ser meés rapid, pero implica una serie de desavantatges; per exemple,
la pérdua d'informacio continguda en el genoma sequenciat que no apareix en el
que usem de referéncia (des d'uns certs gens concrets fins a fags, plasmidis o
altres elements genétics mobils). No obstant aixd, pot ser una forma rapida
d'obtindre diferéncies en regions comunes si volguérem, per exemple, fer una
filogénia després. De manera classica, el mapatge es sol fer amb BWA-MEM
(com hem fet per al poliment), seguit d'un anomenat de variants mitjangant GATK
o Freebayes. Per sort, comptem amb una eina que automatitza tot el procés
anomenada Snippy (https://github.com/tseemann/snippy).

# snippy Snippy finds SNPs between a haploid reference genome and your NGS sequence reads. (Galaxy Version 4.6.8+galaxy®) " & -

Tool Parameters

Will you select a reference genome from your history or use Shuillt-in indgx?

eccionarem un dels nostres genomes com a referéncia,

Use a genome from history and build index per(‘) h O p UJa re m man u a | m e nt
Built-ins were indexed using default options. See 'Indexes’ section of help below. If you would like to perform self-mapping select ‘history’ here, then choose your input file as reference.
Use the following dataset as the reference sequence *
D O o 147: YJ816.fna - F 4 =

You can upload a FASTA or FASTQ sequence to the history and use it as reference

Una vegada seleccionem l'arxiu del nostre ordinador, ens eixira ago:

Upload from Disk or Web

Regular
You added 1 file(s) to the queue. Add more files or click 'Start' to proceed.
Name Size Type Genome Settings Status
O [vJei6.fna 5.1 MB Vibrio vulnificus ... | v o i

| fasta -] Q

Marquem que és Opcionalment, li diem que és el
un arxiu FASTA genoma de la soca YJ016

Comencem

Type (set all): Auto-detect + |Q, Genome (set all) UHSDE@.?]

Q_E.e:f- archivos locales [E=Choose remote files E,I‘F_-'::e Fetch data Pause Reset Cancel
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Single or Paired-end reads

Paired

Select between paired and single end data

Select first set of reads *

Ol @ O 28: PRINSEQ on data 6 and data 5: Good sequences for R1
Seleccionem les

Specify dataset with forward reads lectures d'lllumina

Select second set of reads * & filtrades

D @ (B} 31: PRINSEQ on data 6 and data 5: Good sequences for R2

Specify dataset with reverse reads

Podem marcar els arxius d'eixida que vulguem, pero els interessants serien el
resum de les variants trobades i la versié del genoma de referéncia amb les
variants incloses. Si tinguérem diversos genomes, podriem trobar facilment totes
les variants amb snippy-core, per a fer analisis filogenétiques, per exemple.
També és util consultar la posicié de les variants en I'arxiu VCF per a veure quins
gens han canviat entre la nostra referéncia i el genoma sequenciat.

B Select / Deselect all
The final annotated variants in VCF format
C] The variants in GFF3 format
A simple tab-separated summary of all the variants
A summary of the samples and mapping
[ Atog file with the commands run and their outputs
E] A version of the reference but with - at position with depth=8 and N for & to depth to --mincov (does not have variants)
A version of the reference genome with all variants instantiated
[:] The alignments in BAM format. Note that multi-mapping and unmapped reads are not present.
Zipped files needed for input into snippy-core

Finalment, donem una ullada al resum que ens genera Snippy:

ReferencesSize 5260086
Software snippy 4.6.0

Variant-COMPLEX 7692

Variant-DEL 233
Variant-INS 229
Variant-MNP 771
Variant-SNP 49472
VariantTotal 58397
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Amb aixd acabem la practica! Una vegada tenim el nostre(s) genoma(es) ja
podem fer les analisis que necessitem, des d'estudiar la preséncia de gens de
resisténcia a antibiotics fins a comprendre millor I'evolucié i disseminacié de
microorganismes patogens. Perd aixd queda ja a les vostres mans. Les
possibilitats son infinites!

52



Practica Galaxy: Ens iniciem en la Bioinformatica.
Carmen Amaro, Héctor Carmona-Salido i Rubén Salvador-Clavell

Resum

Ara que ja sabem els diferents tipus d'arxius amb els quals solem treballar en
bioinformatica, farem una recapitulacié de cara a possibles projectes futurs de
sequenciacio bacterians.

0. Triem el métode de sequenciacio d'ADN. En el nostre cas, optem tant per
lectura curta com per llarga, amb la finalitat de tindre un genoma tancat i
poliment. Aixd dependra principalment dels recursos disponibles.

1. Obtenim les lectures o dades crues que ens genere el sequenciador. Toca
estudiar la seua qualitat, a partir de la seua visualitzacié en un grafic de
qualitat/base. Per a aix0, utilitzem una eina bioinformatica anomenada
FastQC, la qual analitza la qualitat dels arxius FASTQ.

Si considerem que la qualitat global de les lectures pot millorar, podem
filtrar les dades crues aplicant diferents criteris:

» Qualitat: ens quedem amb les lectures amb qualitat minima de 25,

per exemple.

» Trimejat dels extrems (o només de la regio final de les lectures).

» Longitud: d'aquelles que no arriben a una certa grandaria.
Hi ha diferents eines per a aquest pas, com ara AfterQC, PrinSeq...
Després del filtrat i/o trimejat, confirmem que la qualitat haja millorat.

2. Assemblatges; obtenim arxius FASTA. Disposem de nombroses eines per
als assemblatges de les lectures, amb I'objectiu d'intentar tenir un genoma
final oOptim, si pot ser tancat (aixd és, tants contigs o
encapgalats+sequéncia en el FASTA com a cromosomes/plasmidis tinga
la soca en estudi). Enumerem algunes d'aquestes eines:

» SPAdes: per a lectures curtes.

» Unicycler: per a lectures curtes, lectures llargues o combinacié de
les dues (agd s’anomena assemblatge hibrid).

» Flye: per a lectures llargues.

» HGAP: per a lectures llargues (del sistema de sequenciacio
PacBio).

3. Visualitzacié dels assemblatges. Utilitzem I'eina Bandage, la qual
representa els GRAFS de De Bruijn de l'assemblatge propiament dit.
Aquests GRAFS son fitxers amb més informacié que la continguda en els
FASTA, la qual ajuda a representar en un visualitzador els contigs del
genoma sequenciat.
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4. Avaluacio dels assemblatges. A partir de diferents estadistiques
obtingudes amb els programes Quast i BUSCO, decidirem quina
aproximacio és la millor.

5. Poliment del genoma. Obtindrem un genoma de millor qualitat sense els
errors que puguen introduir les lectures llargues. Alguns assembladors
(com ara HGAP) el porten de série, perd una molt comuna és Pilon.

6. Anotacio del genoma. Hi ha diferents eines bioinformatiques que, basades
en bases de dades propies, aconsegueixen anotar els gens que va trobant
al llarg de l'arxiu FASTA que tenim. Exemple d'anotadors tenim: Prokka,
Bakta...

7. Finalment, amb l'arxiu FASTA del genoma assemblat podem jugar

lliurement i utilitzar-lo per als nostres estudis, com ara a filogénia,
genomica comparada, busca de profags, etc.
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