Curso: ANALISIS DE DATOS DE NGS (18-22 noviembre 2019)

Servicio de Gendémicay Secuenciacién Masiva
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CBMSO) CSIC-UAM
PROGRAMA

Moédulo 1. Introduccion a tecnologias NGS. Ensamblaje de novo vy anotacién de genomas.

Las tecnologias NGS han revolucionado el campo de la gendmica, permitiendo la secuenciaciéon
de un gran numero de genomas en muy poco tiempo. La metodologia implica fragmentar el ADN,
reparar los extremos de las moléculas e incorporar en ellos adaptadores universales que permiten la
secuenciacion paralelizada de un nimero enorme de estas moléculas en cada experimento. El
genoma brinda, en principio, el catdlogo completo de genes que un organismo puede expresar, pero
la interpretacion de esta informacion, a todos los niveles (desde el enorme volumen de datos crudos
originados por el secuenciador, hasta los miles de genes identificados asociados a diversas
funciones) constituye un gran reto desde el punto de vista computacional.

El ensamblaje de novo es uno de los procedimientos empleados para reconstruir genomas
desconocidos. A partir de un gran nimero de secuencias nucleotidicas proporcionadas por los
secuenciadores, y recurriendo a potentes algoritmos, se puede reconstruir el genoma del organismo
estudiado. La calidad de esta reconstruccion dependera de varios factores, como es la cantidad
total de bases secuenciadas, longitud de las secuencias obtenidas, la existencia o no de zonas
repetitivas en el genoma original, el contenido en GC del organismo, etc..

En este_ modulo se presentara en primer lugar una vision general de las tecnologias de NGS
actuales. Seguidamente se procedera a explicar los distintos formatos de archivos usados en NGS,
asi como la exploracion de los repositorios FTP para la descarga de los genomas de referencia
(EBI, NCBI, UCSC). Por ultimo, se tratara la técnica de ensamblaje de novo.

18 noviembre 2019 (lunes) Introduccién a tecnologias NGS. Ensamblaje de novo y
anotacion de genomas.

Horario Actividad Docente

09:00 — 09:15 Presentacion y breve introduccion al curso. Begoiia Aguado

09:15 -10:45 Tecnologias de NGS y ensamblaje de novo Fernando Carrasco

10:45-11:30 Formatos de archivos usados en NGS. Ramon Peird

Exploracion de repositorios FTP para descarga | Eva Castillo
de genomas de referencia (EBI, NCBI, UCSC).

11:30 - 12:00 Pausa.

12:00 — 12:30 Descarga de la referencia de Escherichia coli Ramén Peird
K-12 MG1655. Exploracion de ENA y SRA. Eva Castillo

12:30 — 14:00 Ensamblaje de novo con SPAdes. Anotacion Sandra Gonzalez
del genoma de E. coli. Eva Sacristan




Moédulo 2. Resecuenciacion. Analisis de cobertura y variantes.

La resecuenciacion consiste en la secuenciacion de nuevas muestras de organismos
previamente secuenciados, como técnica para detectar potenciales cambios como SNPs,
deleciones o inserciones, etc, en conjunto denominados variantes. La resecuenciacion puede ser
de genoma completo o dirigida. Esta Ultima consiste en el aislamiento, enriquecimiento y
secuenciacién de regiones especificas de interés del genoma en una muestra. La resecuenciacion
permite la deteccion sistematica tanto de variantes comunes como variantes raras 0 poco frecuentes.
Actualmente, la combinacion entre sistemas de enriquecimiento en solucion y la secuenciacion
masiva se ha convertido en el método de eleccién para caracterizar de forma selectiva un gran
namero de genes de manera simultanea gracias a su alta precision, reproducibilidad y rendimiento.
Por otro lado, la resecuenciacion del exoma es una técnica novedosa que permite la captura, el
enriguecimiento y la secuenciacién de regiones gendmicas codificantes. La resecuenciaciéon del
exoma completo en humano permite la identificacibn de nuevos genes asociados tanto a
enfermedades raras como comunes.

En este mddulo se explicard en qué consiste la resecuenciacion, asi como los andlisis de
coberturay variantes. Se procedera a ensefiar como realizar descargas de genomas de referencia y
de las lecturas, a realizar controles de calidad de las lecturas y alineamientos de las lecturas contra el
genoma de referencia. Finalmente, se tratard el andlisis de cobertura y la busqueda de variantes
(Variant Calling).

19 noviembre 2019 (martes) Resecuenciacion. Andlisis de coberturay variantes.

Horario Actividad Docente

09:00 -9:30 Resecuenciacion. Analisis de cobertura y variantes. | Fernando Carrasco

9:30 -10:00 Descarga de la referencia de Mycobacterium Eva Castillo
tuberculosis H37R y de lecturas. Control de calidad Ramén Peiré
de las lecturas. Recorte.

10:00 — 11:00 | Alineamiento de lecturas contra el genoma de Eva Castillo
referencia con BWA. Ramén Peiré

11:00 - 11:30 | Pausa.

11:30 — 13:00 | Andlisis de cobertura con genomeCoverageBed. Eva Sacristan
Visualizacion con IGV. Sandra Gonzalez

13:00 — 14:00 | Andlisis de variantes con GATK. Anotacion de Eva Sacristan
variantes con SnpEff. Sandra Gonzélez




Moédulo 3. Deteccion de picos (ChlP-Seq).

La estructura de la cromatina desempefia un papel fundamental en la funcion del ADN. Regula
procesos que se dan sobre la estructura nucleosomal como la transcripcion, la replicacion y la
recombinacion. Determinar la distribucién de las modificaciones especificas de las histonas y sus
variantes, asi como la de otros componentes de la cromatina, sobre secuencias especificas del ADN,
puede proporcionar informacién valiosa acerca de como funcionan estas proteinas (y sus
modificaciones) dentro del contexto de la cromatina. La Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChlIP)
es un método bioquimico usado principalmente para determinar la localizaciébn en el genoma de
histonas modificadas y de otras proteinas in vivo. También se emplea para estudiar la unién de
factores de transcripcion al ADN. Esta técnica consiste en el uso de un anticuerpo que reconozca la
proteina de interés no solamente en disolucion sino también en la cromatina. La técnica de ChlP-seq
consta basicamente de dos pasos, entrecruzamiento con formaldehido del ADN a las proteinas
unidas a éste in vivo seguido de la inmunoprecipitacion de los complejos proteina-ADN con
anticuerpos especificos. Las secuencias especificas de ADN inmunoprecipitadas son,mediante un
protocolo especifico, secuenciadas y alineadas contra el genoma de referencia, dando resultados de
acumulacion en los sitios de unién proteina-ADN, mostrando picos de cobertura.

En este _mddulo, ademas de explicar los conceptos de Secuenciacién de cromatina
inmunoprecipitada (ChIP-Seq), se procedera a realizar ademas de tratamientos previos, deteccion
de picos, mapeo de los picos y extraccion de las secuencias de DNA, asi como deteccion de
motivos y generaciéon de los logos de los motivos.

20 noviembre 2018 (miércoles) Deteccion de picos (ChIP-Seq).

Horario Actividad Docente

09:00 —9:30 Secuenciacion de cromatina inmunoprecipitada Fernando Carrasco
(ChlP-Seq).

9:30-11:00 Descarga de secuencias y tratamiento previo. Sandra Gonzélez
Control de calidad. Alineamiento de secuencias Ramon Peird

contra el genoma de referencia de Escherichia coli
str. K-12 substr. MG165 con Bowtie2.

11:00 - 11:30 | Pausa.

11:30 — 13:00 | Deteccién de picos con MACS2. Mapeo de picosy | Sandra Gonzalez
extraccion de secuencias de DNA. Ramon Peird

13:00 — 14:00 | Deteccion de motivos con MEME. Generacion de Sandra Gonzalez
logos de motivos. Busqueda de motivos obtenidos | Ramon Peird

en un archivo de secuencias con FIMO. Descarga
de los archivos de interés.




Moédulo 4. Expresion diferencial (RNA-Seq).

El RNA-Seq (secuenciacion de ARN), también llamado secuenciacién de transcriptoma, utiliza
tecnologia NGS para revelar la presencia y la cantidad de ARN en una muestra biolégica en un
momento dado en el tiempo. El RNA-Seq se utiliza para analizar el transcriptoma celular que
cambia continuamente. Especificamente, el RNA-Seq permite estudiar las transcripciones de genes
alternativos, modificaciones post-transcripcionales, fusion génica, mutaciones/SNP y cambios en la
expresion génica a lo largo del tiempo, o diferencias en la expresién génica en diferentes grupos o
tratamientos. Ademas de transcripciones del mRNA, el RNA-Seq permite estudiar las diversas
poblaciones de RNA para incluir el RNA total, pequefio RNA, tal como miRNA, tRNA, RNA
ribosomal. El RNA-Seq se puede también utilizar para determinar limites exén / intrén y verificar o
corregir los limites de los genes previamente anotados, asi como detectar las distintas formas de
splicing. En esta metodologia el RNA debe ser retrotranscrito a cDNA para luego fragmentarlo y
preparar la correspondiente libreria de forma similar a lo descrito en la introduccion al médulo 1.

En este médulo se mostrara en qué consiste la expresion diferencial mediante RNA-Seq y como
después de los tratamientos previos se puede llevar a cabo un analisis de la expresion diferencial,
splicing alternativo y filtrado de datos.

21 noviembre 2019 (jueves) Expresion diferencial (RNA-Seq).

Horario Actividad Docente
09:00 —9:30 Expresion diferencial mediante RNA-Seq. Fernando Carrasco
9:30 - 10:00 Descarga de secuencias y tratamiento previo. Eva Castillo
Control de calidad. Ramon Peird
10:00 — 11:00 | Alineamiento de lecturas contra el genoma de Eva Castillo
referencia de Mycobacterium smegmatis str. MC2 Ramon Peird
155 con Hisat2. Conteo con HTseq-count. Eva Sacristan
11:00 — 11:30 | Pausa.
11:30 - 13:00 | Andlisis de expresion diferencial con Deseq2. Eva Castillo
Filtrado de datos. Ramon Peird
Eva Sacristan
13:00 — 14:00 | Splicing alternativo con rMats. Eva Castillo
Ramon Peird
Eva Sacristan




Moédulo 5. Metagendmica (16S).

La metagendmicase define como el estudio del material genético, el cual es obtenido
directamente de muestras ambientales. Para ello, se amplifican mediante PCR genes especificos
(para bacterias normalmente el gen del ARNr 16S, para hongos el ITS, y para Eukariotas el gen 18S)
y se secuencian para producir un perfil especifico de la diversidad en una muestra natural procedente
de diversos ecosistemas (desde ambientes extremos a microbiota humana). La metagendmica ahora

permite investigar la ecologia microbiana a mayor escala y con mejor detalle que antes.

En este médulo se mostrar4 en qué consiste la metagendmica mediante amplicones de la region

16S y como analizar los datos obtenidos mediante Qiime2.

22 noviembre 2019 (viernes) Metagenémica (16S).

Horario Actividad Docente
09:00 -9:30 Metagendmica mediante amplicones de la regién Fernando Carrasco
16S.
9:30 - 10:00 Descarga de secuencias y tratamiento previo. Eva Sacristan
Control de calidad. Eva Castillo
Sandra Gonzalez
10:00 — 11:00 | Metagendmica con Qiime2. Eva Sacristan
Eva Castillo
Sandra Gonzalez
11:00 - 11:30 | Pausa.
11:30 — 13:45 | MetagenOmica con Qiime2 (continuacion). Eva Castillo
Eva Sacristan
Sandra Gonzalez
13:45 - 14:00 | Conclusiones y cierre del curso. Begofia Aguado




Equipo docente:

Eva Castillo Rosa

Ramon Peiré Pastor
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