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RESUMEN

En este documento se presenta una herramienta bioinformatica que
integra y facilita el uso de utilidades de preprocesamiento de lecturas
de secuenciacidn de nueva generacion por medio de una interfaz web,
y ayuda a los investigadores a enfocarse en el procesamiento y analisis
de secuencias sin necesidad del manejo de las herramientas por medio
de la consola. Se evalda la funcionalidad de la herramienta y si compa-
ra con otras similares; se concluye que el aporte de este desarrollo es
la integracion de todas las etapas necesarias en el preprocesamiento y
la facilidad de manejo por parte del usuario.

Palabras clave: control de calidad, interleave, clipping, lecturas,
normalizacidén, preprocesamiento, secuenciacién de nueva generacion,
trimming.

ABSTRACT

In this paper is presented a bioinformatics tool that integrates and fa-
cilitates the use of pre-processing utilities for next generation sequen-
cing reads through a web interface, researchers to focus on processing
and sequence without the management tools through the console. The
functionality of the tool is evaluated and compared to other similar
tools; it concludes that the contribution generated by this develop-
ment is the integration of all necessary pre-processing steps in and
ease of handling by the user.
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1. INTRODUCCION

El preprocesamiento es un paso previo al en-
samblaje que permite limpiar (substraer datos
no pertinentes adicionados en el proceso de se-
cuenciacién) y acondicionar los archivos de lec-
turas para mejorar los tiempos de ejecucion y
reducir los errores en el proceso de ensambla-
je. El preprocesamiento involucra varias eta-
pas: trimming, clipping, normalizacién, control
de calidad, interleave y conversion de formatos,
lo cual obliga al investigador a tener destreza
en varias herramientas bioinformaticas.

En este documento se presenta un software
que integra y facilita el uso de herramientas de
preprocesamiento por medio de una interfaz
Web y ayuda a los investigadores a enfocarse
en el procesamiento y andlisis de secuencias
sin necesidad del manejo de las herramientas
por medio de la consola.

Este documento se organiza en 4 secciones: ini-
cialmente se presenta una descripcidon general
de NGSpre y se exponen sus funcionalidades,
luego se describe su arquitectura, donde se ex-
plica cada uno de sus mddulos, y posteriormen-
te se realiza una evaluacion de las funcionalida-
des del software y sus ventajas con respecto a
otros similares.

2. DESCRIPCION GENERAL

NGSpre es un software bioinformatico orienta-
do a la web (figura 1) que integra y facilita el
uso de las herramientas necesarias para hacer
limpieza y optimizacion de archivos de secuen-
cias para su posterior ensamblado. NGSpre
puede ser usado de forma local o en la nube.
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Figura 1. NGSpre

3. ARQUITECTURA

NGSpre esta compuesto por 4 modulos que for-
man un flujo de trabajo (figura 2): el primero
es una interfaz Web el segundo es el médulo de
herramientas, el tercero es el médulo de ges-
tion de base de datos y, por ultimo, esta el mo-
dulo para el procesamiento de las peticiones de
los usuarios.

NGSpre
Interfaz de usuario
Control de N Conversion
calidad Clipping Normalizacién Trimming Interleave de formatos

“

Daemon

Figura 2. Arquitectura de NGSpre

3.1. Modulo de interfaz Web

Este mo6dulo ofrece una interfaz grafica que in-
tegra e intermedia la interaccion entre el usua-
rio y las herramientas de preprocesamiento.
Para su funcionamiento utiliza 3 componentes:
el primero es un servidor apache (http://httpd.
apache.org/), el segundo es php (http://www.
php.net/) para el procesamiento de las peticio-
nes, y el dltimo es html (http://www.w3.org/
html/) para la interfaz grafica con la que inte-
ractia el usuario.

3.2. Modulo de herramientas

En este mdédulo se encuentran las herramientas
de pre-procesamiento:

Control de calidad: esta herramienta realiza
una asociacion y organizacion entre las secuen-
cias y los puntajes de calidad aportados por el
secuenciador. Estad basada en el script FastQC
de Babrahan Bioinformatics [1]. La entrada de
esta herramienta es un archivo con secuencias
crudas y la salida es un archivo en formato FAS-

TQ.

Clipping: en el proceso de secuenciacién se uti-
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lizan unos adaptadores que finalmente quedan
agregados a las lecturas; estos adaptadores son
innecesarios en las siguientes etapas de pro-
cesamiento. Esta herramienta se encarga de
eliminar estos adaptadores utilizando el script
Fastx_Clipper de FASTX_ toolkit [2]. Tanto la en-
trada como la salida de esta herramienta son
archivos de formato FAST o FASTQ.

Normalizacion: cuando se esta trabajando con
grandes sets de datos, como aquellos que exce-
den 300M pares bases, utilizar normalizacién
in silico es lo mas adecuado antes del ensam-
blado. La normalizacién es el proceso que se
encarga de reducir las secuencias a una cober-
tura especifica para hacer el proceso de ensam-
blaje menos intensivo computacionalmente,
reduciendo los requerimientos de memoria y
mejorando significativamente los tiempos de
ejecucion. Esta herramienta estd basada en el
script insilico_read_normalization de Trinity
[3]. La entrada de esta herramienta es un ar-
chivo FASTQ o FASTA con las secuencias, una
cobertura y un k-mer, y la salida es un archivo
FASTA o FASTQ normalizado.

Trimming: esta herramienta le permite al in-
vestigador establecer un umbral de calidad
para filtrar las secuencias que no estén dentro
de él. Esta basado en el script fastx_trimming
de FASTX toolkit y permite el procesamiento
de archivos FASTA y FASTQ.

Interleave pairs: esta herramienta divide los
archivos en secuencias pareadas y no pareadas
(huérfanas) especificamente para las lectu-
ras de [llumina. Estd basado en el script inter-
leave_pairs.py de lexnederbragt (https://gi-
thub.com/lexnederbragt). Las entradas a esta
herramienta son dos archivos FASTQ o FASTA,
uno con las lecturas derechas y el otro con las
lecturas izquierdas; y la salida son dos archivos
FASTA o FASTQ, uno con las secuencias parea-
das y otro con las secuencias huérfanas.

Conversion de formatos: esta herramienta es un

conjunto de utilidades para la conversién de los
siguientes formatos: .bam a .fastq / .bam a fasta
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/ fastq a fasta
3.3. Moédulo BDA

Médulo encargado de conectarse a la base de
datos MySQL (www.mysql.com) y traer los da-
tos necesarios para la ejecucion de las herra-
mientas por peticién del usuario. Primero se
encarga de recibir datos por parte de interfaz
de las herramientas para hacer una cola de eje-
cucion y luego le proporciona la informacion al
Daemon para ejecutar las peticiones que se en-
cuentren en la cola.

3.4. Mo6dulo Daemon

El médulo Daemon es un script hecho en
Python que se encarga de “escuchar” constan-
temente las peticiones de los usuarios por me-
dio del m6dulo BDA y de esta forma procesar la
cola de ejecucién. Al finalizar cada proceso se
notifica al usuario y continda con el siguiente
proceso, si lo hay.

4. METODOLOGIA

Para evaluar NGSpre se compararon sus carac-
teristicas y funcionalidades con 3 programas:
ngsShoRT [4], NGSQC toolkit [5] y SeqTrimNext
[6]. Las caracteristicas comparadas fueron:
portabilidad, interfaz amigable con el usuario,
facil instalacion, facil configuracién y ejecucidn,
pipeline a eleccién del usuario y disponibilidad
Web. Las funcionalidades fueron: trimming,
clipping, normalizacién, control de calidad, in-
terleave y conversidn de formatos, que son las
mas usadas para preprocesamiento. Para eva-
luar NGSpre se compararon sus caracteristicas
y funcionalidades con 3 programas: ngsShoRT
[4], NGSQC toolkit [5] y SeqTrimNext [6]. Las
caracteristicas comparadas fueron: portabili-
dad, interfaz amigable con el usuario, facil ins-
talacion, facil configuracion y ejecucion, pipeli-
ne a eleccion del usuario y disponibilidad web.
Las funcionalidades fueron: trimming, clipping,
normalizacidn, control de calidad, interleave y
conversiéon de formatos, que son las mas usa-
das para preprocesamiento
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5. RESULTADOS Y ANALISIS
5.1. Anadlisis de caracteristicas

En la tabla 1 se puede observar el resultado
del comparativo entre los software . El resul-
tado muestra, en cuanto a la portabilidad, que
NGSpre esta disefiado para funcionar operati-
vamente sobre Linux debido a las herramien-
tas que utiliza, ademas cuenta con una interfaz
orientada a la web que la hace intuitiva para el
usuario y con un facil acceso a cada herramien-
ta desde cualquier navegador en distintos siste-
mas operativos, lo cual le da una ventaja signifi-
cativa, ya que la mayoria de herramientas para
preprocesamiento sélo se puede ejecutar por
medio de linea de comandos. Aunque la instala-
cién de NGSpre necesita conocimientos basicos
en Linux y el manejo de la consola, el usuario

pipelines al gusto del investigador. Finalmente,
en cuanto su configuracion y ejecucién, NGS-
pre resalta entre las otras herramientas, ya que
para ejecutar un proceso tan sélo se necesita
llenar un pequefio formulario con los parame-
tros necesarios.

5.2. Analisis de funcionalidades

Como se puede evidenciar en la tabla 2, NGSpre
cuenta con las herramientas mas usadas por
los investigadores para preprocesamiento. A
diferencia de los demas software que estan en-
focados en cierta parte del preprocesamiento,
NGSpre intenta abarcar todos los aspectos po-
sibles para dar al investigador una herramienta
integral.

Tabla 2. Arquitectura para NGSpre

final nunca requerira estos conocimientos. SeqTrim
Caracteristica | ngsShoRT | NGSQC Igext NGSpre
Tabla 1. Arquitectura para NGSpre
q p P Colrlltrol de NO S NO S
- SeqTrim calidad
Caracteristica | ngsShoRT | NGSQC N NGSpre —
ext Clipping NO NO SI SI
Portabilidad NO SI NO NO Normalizacién NO NO NO SI
Interfaz Trimming SI SI SI SI
amigable con NO NO SI SI
el usuario Interleave NO NO NO SI
Facl — sl sl NO NO Conversionde |\ sl NO sl
instalacion formatos
Pipeline a
eleccion del N/A SI SI SI 6. CONCLUSIONES
usuario
evi:gonibilidad NO NO SI SI §e ha logrado d.esarrollar un spftware que re-
uUne las herramientas necesarias para el paso
Fécil ; i ]
repr mien n una interfaz amigabl
configuracién NO NO NO SI de prep oces.a € tOf:O una .te azamigable
y ejecucion con el usuario. Ademas, al analizar las caracte-

Por otro lado, gracias a la arquitectura de NGS-
pre, el usuario puede ejecutar las herramientas
individualmente, permitiendo la ejecucion de
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